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o n  C h e d d a r  c h e e s e  q u a l i t y .  A f t e r  p r o c e s s i n g ,  C h e d d a r  
c h e e s e  w a s  s t o r e d  a t  7 ° C  a n d  s a m p l e d  a t  0 ,  5 ,  3 0 ,  6 0  a n d  
1 8 0  d .  A n a l y s e s  p e r f o r m e d  i n c l u d e d :  s e n s o r y  e v a l u a t i o n ,
y i e l d ,  m i c r o b i o l o g i c a l  p r o f i l e ,  p r o t e o l y t i c  a c t i v i t y ,  g a s  
c h r o m a t o g r a p h y  w i t h  h e a d s p a c e  s a m p l i n g  ( GCHS)  a n d  h i g h  
p e r f o r m a n c e  l i q u i d  c h r o m a t o g r a p h y  ( H P L C ) .
D a t a  r e v e a l e d  t h a t  t h e  c o n t r o l  c h e e s e  h a d  s i g n i f i ­
c a n t l y  s u p e r i o r  f l a v o r  a n d  b o d y / t e x t u r e  s c o r e s  t h a n  a l l  
t r e a t e d  c h e e s e s .  Y i e l d  o f  t h e  c o n t r o l  c h e e s e  w a s  s i g n i ­
f i c a n t l y  h i g h e r  t h a n  c h e e s e  m a d e  f r o m  p s y c h r o t r o p h i c -  
t r e a t e d  r a w  m i l k .  S t a t i s t i c a l l y  h i g h e r  l e v e l s  o f
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c i t r a t e ,  a c e t o n e ,  2 - b u t a n o n e ,  p r o t e o l y t i c  a c t i v i t y ,  
l a c t a t e ,  e t h a n o l ,  p r o p a n o l ,  f o r m a t e  a n d  p r o p i o n a t e  a n d  
l o w e r  l e v e l s  o f  a c e t a t e ,  2 - p e n t a n o n e ,  p y r u v a t e ,  pH a n d  
s a l t  w e r e  n o t e d  i n  " b a d "  C h e d d a r  c h e e s e  a s  o p p o s e d  t o  
" g o o d "  C h e d d a r  c h e e s e .  A l l  m i c r o b i a l  c o u n t s  t e n d e d  t o  
d e c r e a s e  w h i l e  t h e  p r o t e o l y t i c  a c t i v i t y  t e n d e d  t o  
i n c r e a s e  w i t h  s t o r a g e  t i m e .  HPLC a n a l y s i s  i n d i c a t e d  
s i g n i f i c a n t  i n c r e a s e s  o f  c i t r i c ,  p y r u v i c ,  l a c t i c ,  f o r m i c ,  
a c e t i c  a n d  p r o p i o n i c  a c i d s  w i t h  a g i n g  o f  t h e  c h e e s e .  
O n l y  o r o t i c  a c i d  d e c r e a s e d  w i t h  a g i n g .  GCHS v a l u e s  
i n d i c a t e d  i n c r e a s e s  o f  a c e t o n e ,  2 - b u t a n o n e  a n d  e t h a n o l  
w i t h  a g i n g ;  2 - p e n t a n o n e  d e c r e a s e d  w i t h  a g i n g .
E x c e l l e n t  C h e d d a r  c h e e s e  h a d  l o w  c o n c e n t r a t i o n  o f  
s h o r t  c h a i n  f r e e  f a t t y  a c i d s  ( F F A ) .  Y o u n g  C h e d d a r  c h e e s e  
c o n t a i n e d  l o w  c o n c e n t r a t i o n  o f  FFA w h i l e  a g e d ,  d e s i r a b l y -  
f l a v o r e d  C h e d d a r  c h e e s e  h a d  i n t e r m e d i a t e  c o n c e n t r a t i o n s  
o f  i n d i v i d u a l  F F A .  A g e d  c h e e s e s  t r e a t e d  w i t h  p s y c h r o ­
t r o p h s  w e r e  s i g n a l e d  b y  m e a s u r e m e n t  o f  h i g h  c o n c e n t r a ­
t i o n s  o f  i n d i v i d u a l  s h o r t - c h a i n  a n d  l o n g - c h a i n  F F A .  
F i n a l l y ,  r e g r e s s i o n  e q u a t i o n s  w e r e  e s t a b l i s h e d  w h i c h  l a i c  
a  f o u n d a t i o n  f o r  f u r t h e r  s t u d y  i n  t h e  a r e a  o f  f l a v o r  p r e ­
d i c t i o n  .
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CHAPTER I  
INTRODUCTION
M i l k  i s  c o l l e c t e d  o n  a l t e r n a t e  d a y s  f r o m  d a i r y  f a r m s  
i n  m o s t  a r e a s  o f  t h e  U n i t e d  S t a t e s .  H o w e v e r ,  t h e  
d e c r e a s e  i n  n u m b e r  o f  d a i r y  f a r m s  a n a  d a i r y  p r o c e s s i n g  
p l a n t s  c a u s e s  s o m e  r a w  m i l k  t o  b e  t r a n s p o r t e d  f o r  l o n g  
d i s t a n c e s  a n d / o r  h e l d  f o r  l o n g  p e r i o d s  o f  t i m e  b e f o r e  i t  
r e a c h e s  a  p r o c e s s i n g  p l a n t .  O n c e  t h e  m i l k  r e a c h e s  t h e  
p r o c e s s i n g  p l a n t ,  i t  m a y  b e  s t o r e d  f o r  t w o  o r  m o r e  d a y s  
b e f o r e  i t  i s  p r o c e s s e d .  T h i s  i s  p a r t i c u l a r l y  t r u e  i f  t h e  
m i l k  a r r i v e s  a t  a  p r o c e s s i n g  p l a n t  o n  F r i d a y ,  s i n c e  m a n y  
p l a n t s  o p e r a t e  o n l y  o n  a, f i v e - d a y  p e r  w e e k  s c h e d u l e  
( C o u s i n ,  1 9 8 2 ) .  S t o r a g e  o f  m i l k  f o r  l o n g  p e r i o d s  a t  r e ­
f r i g e r a t i o n  t e m p e r a t u r e  h a s  r e s u l t e d  i n  n e w  q u a l i t y  p r o b ­
l e m s  f o r  t h e  d a i r y  i n d u s t r y .  T h e s e  p r o b l e m s  a r e  r e l a t e d  
t o  g r o w t h  a n d  m e t a b o l i c  a c t i v i t i e s  o f  m i c r o o r g a n i s m s  a t  
l o w  t e m p e r a t u r e s .  T h e s e  m i c r o o r g a n i s m s ,  w h i c h  a r e  t e r m e d  
p s y c h r o t r o p h s , a r e  u b i q u i t o u s  i n  n a t u r e  a n d  c o m m o n  
c o n t a m i n a n t s  o f  m i l k  ( T h o m a s ,  1 9 7 0 ;  T h o m a s  a n d  D r u c e ,  
1 9 6 9 ;  T h o m a s  e t  a l . ,  1 9 7 1 ;  T h o m a s  e t  a l . ,  1 9 7 3 b ) .  As  
t h e s e  p s y c h r o t r o p h s  i n c r e a s e  i n  n u m b e r  t h r o u g h o u t  r e f r i g ­
e r a t e d  s t o r a g e ,  e n z y m e s  a r e  s y n t h e s i z e d  d u r i n g  m i c r o b i a l  
g r o w t h  i n  t h e  m i l k .  T h e s e  e n z y m e s ,  m a n y  o f  w h i c h  a r e  
h e a t - s t a b l e ,  b i o c h e m i c a l l y  a l t e r  t h e  m i l k ,  e v e n t u a l l y
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c a u s i n g  s p o i l a g e .  M o s t  p s y c h r o t r o p h s  i s o l a t e d  f r o m  m i l k  
a r e  g r a m  n e g a t i v e  n o n s p o r e - f o r m i n g  r o d s  a n d  a r e  s p e c i e s  
o f  P s e u d o m o n a s , A c h r o mo b a c t e r , F l a v o b a c t e r i u m,  A l c a 1 i -  
g e n e s  a n d  E n t e r o b a c t e r  ( W i t t e r ,  1 9 6 1 ;  B u c h a n a n  e t  a l . ,  
1 9 7 4 ) .  W h i l e  p s y c h r o t r o p h i c  b a c t e r i a  u s u a l l y  d o  n o t  
s u r v i v e  p a s t e u r i z a t i o n ,  m a n y  o f  t h e  l i p a s e s  a n d  p r o t e a s e s  
t h e y  e l a b o r a t e  c a n  s u r v i v e .  T h e s e  e n z y m e s  a r e  c a r r i e d  
i n t o  t h e  c h e e s e ,  a n d ,  i n  e x c e s s ,  c o u l d  p r o d u c e  b i t t e r n e s s  
a n d  r a n c i d i t y  ( M o s k o w i t z ,  1 9 8 0 ) .  I n  a d d i t i o n ,  t h e  
b r e a k d o w n  p r o d u c t s  p r o d u c e d  b y  t h e s e  e n z y m e s  s t i m u l a t e  
s t a r t e r  c u l t u r e  a c i d  p r o d u c t i o n  w h i c h ,  i n  e x c e s s ,  
p r o d u c e s  b o d y  a n d  f l a v o r  d e f e c t s  ( M i k o l a j c i k ,  1 9 7 9 ) .  
P s e u d o mo n a s  f l u o r e s c e n s  27  ( P 2 7 )  p r o d u c e d  b o t h  p r o t e a s e s  
a n d  l i p a s e s  t h a t  w e r e  c a p a b l e  o f  s u r v i v i n g  h e a t i n g  a t  
7 0 ° C  f o r  3 0  m i n  a s  a  c r u d e  e n z y m e  ( C h r i s t e n  e t  a l . ,  
1 9 8 0 ) .  M a y e r h o f e r  e t  a l .  ( 1 9 7 3 )  i s o l a t e d  a n d  
c h a r a c t e r i z e d  p r o t e a s e  f r o m  P s e u d o m o n a s  f l u o r e s c e n s  w h i c h  
r e t a i n e d  11% ° f  i t s  o r i g i n a l  a c t i v i t y  a f t e r  b e i n g  h e a t e d  
a t  7 1 . 4 ° C  f o r  6 0  m i n .  T h e  e n z y m e  h y d r o l y z e d  m i l k  p r o t e i n  
a t  4 ° C  w h e n  p r o t e a s e  o r  P s e u d o m o n a s  f l u o r e s c e n s  w a s  a d d e d  
t o  m i l k  f o r  C h e d d a r  c h e e s e  m a k i n g ,  a n d  t h e  m i l k  t h e n  h e l d  
f o r  12  n a t  4 ° C  p r i o r  t o  m a n u f a c t u r e ,  f l a v o r  s c o r e s  w e r e  
s i g n i f i c a n t l y  l o w e r  t h a n  t h o s e  o f  c o n t r o l  s a m p l e s ;  
b i t t e r n e s s  o c c u r r e d  m o s t  f r e q u e n t l y  i n  c h e e s e  m a d e  w i t h  
P s e u d o mo n a s  f l u o r e s c e n s .
A f t e r  s t o r a g e  f o r  8 d ,  t y r o s i n e  e q u i v a l e n t  ( T E )  h a d  
i n c r e a s e d  8 8 . 4 1  i n  m i l k  s t o r e d  a t  4 ° C  c o m p a r e d  t o  222% i n
3m i l k  s t o r e d  a t  7 ° C .  T h e  i n c r e a s e  i n  T E  w a s  a l w a y s  
a s s o c i a t e d  w i t h  a n  i n c r e a s e  i n  t h e  p s y c h r o t r o p h i c  c o u n t  
( Y a n  e t  a l . ,  1 9 3 3 ) .  T h e  h i g h e s t  i n c i d e n c e  o f  l i p o l y t i c  
a c t i v i t y  a m o n g  t h e  p s y c h r o t r o p h i c  g r a m  n e g a t i v e  f l o r a  o f  
c o m m e r c i a l  r a w  m i l k  w a s  f o u n d  i n  s t r a i n s  o f  P s e u d o m o n a s  
f l u o r e s c e n s  a n d  P s e u d o m o n a s  f r a n i . T h e  a b o v e  t w o  s p e c i e s  
t e s t e d  f u r t h e r  h a d  l i p a s e s  w h i c h  r e t a i n e d  2 0 - 2 5 %  o f  t h e i r  
a c t i v i t y  e v e n  w h e n  h e a t e d  a t  1 0 0 ° C  f o r  1 0  m i n  ( L a w ,  S h a r p  
a n d  C h a p m a n ,  1 9 7 6 ) .  T h e  p r e s e n c e  o f  p s e u d o m o n a d  l i p a s e ,  
c a r r i e d  o v e r  f r o m  s t o r e d  r a w  m i l k  i n t o  c h e e s e ,  i s  a  w e l l -  
e s t a b l i s h e d  s o u r c e  o f  o f f - f l a v o r  a n d  h a s  n e v e r  b e e n  c i t e d  
a s  a  s o u r c e  o f  i m p r o v e m e n t  e v e n  w h e n  p r o g r e s s i v e  r i p e n i n g  
w a s  s t u d i e d  ( L a v ; ,  S h a r p  a n d  C h a p m a n ,  1 9 7 6 ;  C o u s i n  a n d  
M a r t h ,  1 9 7 7 a ;  C o c a n ,  1 9 7 6 ) .
P a r t i a l l y  p u r i f i e d  p h o s p h o l i p a s e  C f r o m  P s e u d o mo n a s  
f l u o r e s c e n s  h y d r o l y z e d  p h o s p h o l i p i d s  w h i c h  w e r e  a d s o r b e d  
o n  f a t  g l o b u l e s  i n  a  m o d e l  m i l k  c o m p o s e d  o f  b u t t e r  o i l  
e m u l s i f i e d  w i t h  c r u d e  s o y  l e c i t h i n .  M o d i f i c a t i o n  o f  t h e  
m e m b r a n e  b y  t h i s  e n z y m e  e n h a n c e d  l i p o l y s i s  w h e n  l i p a s e  
w a s  i n t r o d u c e d  t o  t h e  e m u l s i o n  c o n t a i n e d  i n  a  B i o - f i b e r  
b r e a k e r - t y p e  d i a l y s i s  s y s t e m  ( C h r i s o p e  a n d  M a r s h a l l ,  
1 9 7 6 ) .
T h e  c o n t a m i n a t i n g  f l o r a  o f  c h e e s e  ( E .  c o l  i  a n d  P.  
f l u o r e s c e n s ) ,  w h i c h  d u r i n g  p r o c e s s i n g  o f  r a w  m i l k  i s  
n o r m a l l y  c h a r a c t e r i z e d  b y  t h e  r a w  m i l k  f l o r a  o f  t h e  
c h e e s e  m i l k ,  s i g n i f i c a n t l y  i n f l u e n c e s  t h e  c h e e s e
4r i p e n i n g ,  e s p e c i a l l y  t h e  p r o t e o l y s i s .  O f  m a i n  c o n c e r n  
i s  t h e  d e g r a d a t i o n  o f  c a s e i n  ( G a l l m a n n  e t  a l . ,  1 9 8 2 ) .
N e l s o n  a n d  M a r s h a l l  ( 1 9 7 7 )  r e p o r t e d  t h a t  y i e l d  o f  
C h e d d a r  c h e e s e  w a s  r e d u c e d  w h e n  m i l k  w a s  i n o c u l a t e d  w i t h  
a n  E n t e r o b a c t e r  s p p  ( 2  x 1 0 ^ / m l )  a n d  s t o r e d  a t  5 ° C  f o r  
4 8  h .  P s y c h r o t r o p h s  h a v e  b e e n  r e p o r t e d  t o  h a v e  p r o t e o ­
l y t i c  a n d  l i p o l y t i c  a c t i v i t y  a n d  t o  p r o d u c e  u n d e s i r a b l e  
b r e a k d o w n  p r o d u c t s  s o l u b l e  i n  t h e  w h e y  t h a t  r e s u l t  i n  
l o w e r  c h e e s e  y i e l d  ( C o u s i n  a n d  M a r t h ,  1 9 7 7 a , b ;  L a w ,  S h a r p  
a n d  C h a p m a n ,  1 9 7 6 ) .  Y i e l d  r e d u c t i o n  r e s u l t e d  f r o m  b o t h  
l i p i d  a n d  p r o t e i n  d e g r a d a t i o n .  F a t  l o s s e s  w e r e  e s t i m a t e d  
f r o m  w h e y  f a t  c o n t e n t ;  a n d  p r o t e i n  l o s s e s  w e r e  o b s e r v e d  
f r o m  i n c r e a s e d  n o n - p r o t e i n  n i t r o g e n  a n d  w h e y  n i t r o g e n  
v a l u e s  ( H i c k s  e t  a l . ,  1 9 8 2 ;  S w a r t  e t  a l . ,  1 9 8 3 ) .  Y a n  e t  
a l .  ( 1 9 8 3 )  a n d  L a r r y  ( 1 9 8 4 )  r e p o r t e d  t h a t  p r o t e a s e s  
e l a b o r a t e d  b y  p s y c h r o t r o p h i c  b a c t e r i a  a r e  c a p a b l e  o f  
d a m a g i n g  t h e  c a s e i n  m i c e l l e  a n d  c o n s e q u e n t l y  r e d u c i n g  
C h e d d a r  c h e e s e  y i e l d .
A c c o r d i n g  t o  E l l i k e r  e t  a l .  ( 1 9 6 4 ) ,  t h e  m o s t  
i m p o r t a n t  s o u r c e  o f  p s y c h r o t r o p h i c  b a c t e r i a  i n  
p a s t e u r i z e d  m i l k  i s  c o n t a m i n a t e d  e q u i p m e n t ,  i . e .  
i m p r o p e r l y  o r  i n a d e q u a t e l y  c l e a n e d  e q u i p m e n t ,  b e t w e e n  t h e  
p a s t e u r i z e r  a n d  t h e  f i n a l  c o n t a i n e r .  E l l i k e r  ( 1 9 6 4 )  a n d  
B u c h a n a n  e t  a l .  ( 1 9 7 4 )  l i s t e d  t h o s e  g e n e r a  o f  b a c t e r i a  
m o s t  f r e q u e n t l y  i n v o l v e d  i n  k e e p i n g  q u a l i t y  p r o b l e m s  i n  
p a s t e u r i z e d  m i l k  a s  P s e u d o m o n a s  a n d  E n t e r o b a c t e r . T h e
5p r e s e n c e  o f  t h e s e  o r g a n i s m s  i n  p a s t e u r i z e d  m i l k  i s  
u s u a l l y  a t t r i b u t e d  t o  p o s t - p a s t e u r i z a t i o n  c o n t a m i n a t i o n  
( A m e r i c a n  P u b l i c  H e a l t h  A s s o c i a t i o n ,  1 9 7 8 ) .  B o d y f e l t  
( 1 9 8 0 )  s t a t e d  t h a t  7 5  t o  80% o f  t h e  k e e p i n g  q u a l i t y  
p r o b l e m s  o f  p a s t e u r i z e d  m i l k  i n  t h e  U n i t e d  S t a t e s  a r e  a  
d i r e c t  r e s u l t  o f  p o s t - p a s t e u r i z a t i o n  c o n t a m i n a t i o n  w i t h  
p s y c h r o t r o p h s .  T h e  p r e s e n c e  o f  p s y c h r o t r o p h i c  o r g a n i s m s  
i n  p a s t e u r i z e d  m i l k  i s  u s u a l l y  a t t r i b u t e d  t o  p o s t ­
p a s t e u r i z a t i o n  c o n t a m i n a t i o n  ( W i t t e r , 1 9 6 1 ;  A m e r i c a n
P u b l i c  H e a l t h  A s s o c i a t i o n ,  1 9 7 8 ) .  M o r e  r e c e n t l y ,  W a n g  
a n d  F r a n k  ( 1 9 8 1 )  i n v e s t i g a t e d  s u r v i v a l  o f  p s y c h r o t r o p h i c  
b a c t e r i a  i n  c o m m e r c i a l  b u t t e r m i l k  a n d  r e p o r t e d  n u m b e r s  o f  
p s y c h r o t r o p h s  a s  h i g h  a s  8 0 , 0 0 0 / m l  i n  t h e  f i n i s h e d  
p r o d u c t s .
A l t h o u g h  t h e  q u a l i t y  o f  C h e d d a r  c h e e s e  c a n  b e  
a t t r i b u t e d  t o  m a n y  f a c t o r s  i n  p r o c e s s i n g ,  t h i s  r e s e a r c h  
c e n t e r s  o n  t h e  e f f e c t  o f  p s y c h r o t r o p h i c  c o n t a m i n a t i o n  o f  
r a w  a n d  p a s t e u r i z e d  m i l k  a n d  h i g h  m o i s t u r e  c u r d  o n  C h e d d a r  
c h e e s e  q u a l i t y .
M a r s i l i  e t  a l .  ( 1 9 8 1 )  i n t r o d u c e d  a  f a s t  a n d  a c c u r a t e  
p r o c e d u r e  f o r  m e a s u r i n g  o r g a n i c  c h e m i c a l s  i n  C h e d d a r  
c h e e s e .  T h i s  p r o c e d u r e  u t i l i z e s  h i g h - p e r f o r m a n c e  l i q u i d  
c h r o m a t o g r a p h y  ( HP L C )  f o r  t h e  a n a l y s i s  o f  o r g a n i c  a c i d s  
a n d  h e a d s p a c e  g a s  c h r o m a t o g r a p h y  (HSGC) f o r  t h e  a n a l y s i s  
o f  v o l a t i l e  o r g a n i c s  s u c h  a s  a c e t o n e ,  2 - b u t a n o n e ,  
e t h a n o l ,  2 - p e n t a n o n e  a n d  p r o p a n o l .  T h e  a d v a n t a g e s  o f
t h i s  p r o c e d u r e  o v e r  c o l o r i m e t r i c  m e t h o d s  c o m m o n l y  u s e d  
i n c l u d e  s i m p l i c i t y ,  l e s s  c h e m i c a l  i n t e r f e r e n c e  a n d  t h e  
c a p a b i l i t y  o f  q u a n t i t a t i n g  m a n y  f l a v o r  c o m p o u n d s  
s i m u l t a n e o u s l y .  I n  a d d i t i o n ,  D e e t h  e t  a l .  ( 1 9 8 3 )  
i n t r o d u c e d  a  f a s t  a n d  a c c u r a t e  p r o c e d u r e  f o r  m o n i t o r i n g  
f r e e  f a t t y  a c i d s  ( C 4 t o  C 1 8 . 3 ) i n  C h e d d a r  c h e e s e .  T h e  
i d e n t i f i c a t i o n  o f  t h e  a g e n t s  r e s p o n s i b l e  f o r  c h e e s e  
f l a v o r  i s  i m p o r t a n t  n o t  o n l y  t o  t h e  u n d e r s t a n d i n g  o f  t h e  
p r o c e s s e s  t h a t  o c c u r  d u r i n g  r i p e n i n g  b u t  a l s o  b e c a u s e  i t  
m a y  o f f e r  a  c h e m i c a l  m e a n s  o f  e s t i m a t i n g  f l a v o r  
d e v e l o p m e n t .
I t  w a s  t h e  i n t e n t  o f  t h i s  r e s e a r c h  t o  u t i l i z e  t h e  
m e t h o d s  d e v i s e d  b y  M a r s i l i  a n d  d e t e r m i n e  d i f f e r e n c e s  i n  
c h e m i c a l  p r o f i l e s  o f  g o o d  v e r s u s  b a d  C h e d d a r  c h e e s e .  
T h i s  r e s e a r c h  w a s  d i v i d e d  i n t o  t w o  m a j o r  p a r t s .  T h e  
f i r s t  p a r t  w a s  d e s i g n e d  t o  e x a m i n e  t h e  e f f e c t s  o f  
p s y c h r o t r o p h s  i n  r a w  m i l k  o n  C h e d d a r  c h e e s e  q u a l i t y .  T h e  
s e c o n d  p a r t  e x a m i n e d  t h e  e f f e c t s  o f  p o s t - p a s t e u r i z a t i o n  
c o n t a m i n a t i o n  a n d  h i g h  m o i s t u r e  c u r d  o n  C h e d d a r  c h e e s e  
q u a l i t y .
F l a v o r  d e g r a d a t i o n  d u e  t o  p r o t e o l y t i c  e n z y m e s  m a y  
n o t  b e  a c c u r a t e l y  r e f l e c t e d  i n  o r g a n i c  c o m p o u n d s  e x a m i n e d  
b y  M a r s i l i  e t  a l .  ( 1 9 8 1 ) .  F o r  t h i s  r e a s o n  t h e  H u l l  T e s t  
( H u l l ,  1 9 4 7 )  w a s  u s e d  i n  t h i s  r e s e a r c h  t o  d e t e r m i n e  
p r o t e o l y s i s  d u e  t o  p s y c h r o t r o p h i c  b a c t e r i a .  A n o t h e r  g o a l  
o f  t h i s  r e s e a r c h  w a s  t o  g a i n  i n f o r m a t i o n  w h i c h  w i l l  a i d  
i n  t h e  p r e d i c t i o n  o f  C h e d d a r  c h e e s e  f l a v o r .
W i t h  t h i s  i n  m i n d ,  t h e  f o r m u l a t e d  o b j e c t i v e s  o f  t h i s  
r e s e a r c h  w e r e  a s  f o l l o w s :
1 .  P r e d i c t i o n  o f  r i p e n e d  c h e e s e  f l a v o r  b y  a n a l y s i s  
o f  y o u n g  c h e e s e .
2 .  T o  s t u d y  t h e  e f f e c t  o f  h i g h l y  l i p o l y t i c  a n d  
p r o t e o l y t i c  p s y c h r o t r o p h s  o n  f l a v o r  d e v e l o p m e n t  
o n  C h e d d a r  c h e e s e .
3 .  T o  e v a l u a t e  r a w  m i l k  q u a l i t y  a s  r e l a t e d  t o  
C h e d d a r  c h e e s e  a c c e p t a b i l i t y  a n d  y i e l d .
4 .  T o  m o n i t o r  t h e  m i c r o b i o l o g i c a l  p a t t e r n  o f  
C h e d d a r  c h e e s e  d u r i n g  s i x  m o n t h s  a g i n g  a t  7 ° C .
5 .  To  s t u d y  t h e  e f f e c t  o f  p o s t - p a s t e u r i z a t i o n  c o n ­
t a m i n a t i o n  o f  p s y c h r o t r o p h s  a n d  c o l i f o r m s  o n  t h e  
q u a l i t y  a n d  y i e l d  o f  C h e d d a r  c h e e s e .
6 .  T o  e v a l u a t e  t h e  e f f e c t  o f  h i g h  m o i s t u r e  c h e e s e  
o n  b i t t e r n e s s  a n d  f l a v o r  p r o f i l e .
7 .  To  e s t a b l i s h  f l a v o r  p r o f i l e s  f o r  C h e d d a r  c h e e s e  
r a t e d  " g o o d "  a n d  " b a d . "
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P s y c h r o t r o p h i c  B a c t e r i a
I n  t h e  p a s t ,  m i c r o o r g a n i s m s  a s s o c i a t e d  w i t h  c o l d  
t e m p e r a t u r e  e n v i r o n m e n t s  h a v e  o f t e n  b e e n  r e f e r r e d  t o  a s  
p s y c h r o p h i l e s .  T h i s  t e r m  " p s y c h r o p h i l e ” t e n d s  t o  i m p l y  
a n  o p t i m u m  g r o w t h  t e m p e r a t u r e  b e l o w  2 0 ° C  { F o s t e r  e t  a l . ,  
1 9 5 7 ) .  P s y c h r o t r o p h  i s  a  n a m e  s u g g e s t e d  b y  E d d y  ( I 9 6 0 )  
f o r  b a c t e r i a  t h a t  g r o w  w e l l  a t  l o w  t e m p e r a t u r e s .  S i n c e  
m o s t  m i c r o o r g a n i s m s  i s o l a t e d  f r o m  d a i r y  p r o d u c t s  h a v e  a n  
o p t i m u m  g r o w t h  t e m p e r a t u r e  a b o v e  t h a t  s t a t e d  f o r  
p s y c h r o p h i l e s ,  i t  b e c o m e s  n e c e s s a r y  t o  d i s t i n g u i s h  
b e t w e e n  t h o s e  w h i c h  g r o w  b e s t  b e l o w  2 0 ° C  a n d  t h o s e  w h i c h  
a r e  c a p a b l e  o f  g r o w i n g  a n d  r e p r o d u c i n g  a t  r e f r i g e r a t i o n  
t e m p e r a t u r e s  ( A m e r i c a n  P u b l i c  H e a l t h  A s s o c i a t i o n ,  1 9 7 8 ,  
h e r e a f t e r  r e f e r r e d  t o  a s  APHA, 1 9 7 8 ) .
T h e  w i d e s p r e a d  p r a c t i c e  o f  s t o r i n g  c o o l e d  b u l k  r a w  
m i l k  b e f o r e  c o l l e c t i o n  a n d  o f t e n  a g a i n  b e f o r e  p r o c e s s i n g  
h a s  h e i g h t e n e d  t h e  s i g n i f i c a n c e  o f  p s y c h r o t r o p h i c  
b a c t e r i a  i n  r e l a t i o n  t o  t h e  q u a l i t y  o f  d a i r y  p r o d u c t s  
( T h o m a s  a n d  T h o m a s ,  1 9 7 3 a , b ) .  T h i s  l o w  t e m p e r a t u r e  
p r e v e n t s  m i l k  d e t e r i o r a t i o n  f r o m  g r o w t h  o f  l a c t i c  a c i d  
b a c t e r i a ;  h o w e v e r ,  t h e  p r e d o m i n a n t  m i c r o f l o r a  o f  t h e  m i l k  
a r e  p s y c h r o t r o p h i c  b a c t e r i a  ( S t a d h o u d e r s  a n d  M u l d e r ,
91 9 5 8 ;  T h o m a s ,  1 9 7 4 ;  C o u s i n ,  S h a r p  a n d  L a w ,  1 9 7 7 ) .  T h e  
m o s t  r e c e n t  i n t e r p r e t a t i o n  o f  t h e  t e r m  " p s y c h r o t r o p h s "  
a n d  t h a t  w h i c h  i s  a c c e p t e d  b y  t h e  d a i r y  i n d u s t r y  t o d a y  
r e f e r s  t o  " t h o s e  o r g a n i s m s  c a p a b l e  o f  a p p r e c i a b l e  g r o w t h  
i n  m i l k  a n d  m i l k  p r o d u c t s  a t  c o m m e r c i a l  r e f r i g e r a t i o n  
t e m p e r a t u r e s ,  2 t o  7 ° C ,  i r r e s p e c t i v e  o f  t h e i r  o p t i m u m  
g r o w t h  t e m p e r a t u r e "  (APHA,  1 9 7 8 ) .
S i n c e  s o m e  s t a r t e r  b a c t e r i a  d e m o n s t r a t e  
p s y c h r o t r o p h i c  c h a r a c t e r i s t i c s  ( W a n g  a n d  F r a n k ,  1 9 8 1 ) ,  
p s y c h r o t r o p h i c  b a c t e r i a  w i l l  b e  r e f e r r e d  t o  i n  t h i s  
r e s e a r c h  a s ,  t h o s e  c a p a b l e  o f  g r o w t h  a n d  r e p r o d u c t i o n  a t  
r e f r i g e r a t e d  t e m p e r a t u r e s  w h i c h  m a y  u l t i m a t e l y  r e s u l t  i n  
t h e  s p o i l a g e  o f  t h e  f i n i s h e d  p r o d u c t .
S o u r c e s  a n d  T y p e s  o f  P s y c h r o t r o p h s  i n  D a i r y  P r o d u c t s
T h e  n a t u r a l  s o u r c e s  o f  p s y c h r o t r o p h i c  b a c t e r i a  a r e  
w a t e r  a n d  s o i l  ( W i t t e r ,  1 9 6 1 ) .  T h e s e  b a c t e r i a  a r e  
p r e s e n t  t o  s o m e  e x t e n t  i n  a l l  r a w  m i l k  s u p p l i e s  ( E r d m a n  
a n d  T h o r n t o n ,  1 9 5 1 ) .  T h e  n u m b e r  o f  p s y c h r o t r o p h i c  
b a c t e r i a  i n  r a w  m i l k  d e p e n d s  u p o n  s a n i t a r y  c o n d i t i o n s  
p r e v a i l i n g  d u r i n g  p r o d u c t i o n  a n d  u p o n  t i m e  a n d  
t e m p e r a t u r e  o f  m i l k  s t o r a g e  b e f o r e  p r o c e s s i n g  ( O l s e n  e t  
a l . ,  1 9 5 5 ;  V e d a m u t h u ,  1 9 7 8 ) .
T h e  p r e s e n c e  a n d  g r o w t h  o f  p s y c h r o t r o p h i c  b a c t e r i a  
i n  p a s t e u r i z e d  m i l k  c o n t i n u e s  t o  b e  a  v e r y  s e r i o u s  
p r o b l e m  i n  t h e  d a i r y  i n d u s t r y .  A c c o r d i n g  t o  E l l i k e r  e t  
a l .  ( 1 9 6 4 ) ,  t h e  m o s t  i m p o r t a n t  s o u r c e  o f  p s y c h r o t r o p h i c
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b a c t e r i a  i n  p a s t e u r i z e d  m i l k  i s  c o n t a m i n a t e d  e q u i p m e n t ,  
i . e . ,  i m p r o p e r l y  o r  i n a d e q u a t e l y  c l e a n e d  e q u i p m e n t  
b e t w e e n  t h e  p a s t e u r i z e r  a n d  t h e  f i n a l  c o n t a i n e r .  P r e v i o u s  
i n v e s t i g a t i o n s ,  s u c h  a s  t h o s e  o f  P a t e l  a n d  B l a n k e n a g e l  
( 1 9 7 2 ) ,  h a v e  s h o w n  t h a t  r a w  m i l k  w i t h  m i n i m u m  
p s y c h r o t r o p h i c  c o u n t s  o f  1 0 7 c o l o n y  f o r m i n g  u n i t s  ( CFU)  
p e r  m i l l i l i t e r  i n v a r i a b l y  g a v e  r i s e  t o  f l a v o r  d e f e c t s  i n  
p a s t e u r i z e d  m i l k .  B o d y f e l t  ( 1 9 8 0 )  s t a t e d  t h a t  7 5  t o  80% 
o f  t h e  k e e p i n g  q u a l - i t y  p r o b l e m s  o f  p a s t e u r i z e d  m i l k  i n  
t h e  U n i t e d  S t a t e s  i s  a  d i r e c t  r e s u l t  o f  p o s t - p a s t e u r i z a ­
t i o n  c o n t a m i n a t i o n .
Due  t o  t h e  e x t e n d e d  r e f r i g e r a t e d  s t o r a g e  o f  r a w  a n d  
p a s t e u r i z e d  m i l k ,  a s  w e l l  a s  o t h e r  d a i r y  p r o d u c t s ,  t h e  
p r e s e n c e  o f  p s y c h r o t r o p h i c  b a c t e r i a  b e c o m e s  i n c r e a s i n g l y  
i m p o r t a n t .  T h e s e  b a c t e r i a  a r e  c a p a b l e  o f  p r o d u c i n g  o f f -  
f l a v o r s  s u c h  a s  f r u i t y ,  s t a l e ,  b i t t e r ,  p u t r i d ,  u n c l e a n ,  
s o u r  a n d  r a n c i d ,  a s  w e l l  a s  p h y s i c a l  d e f e c t s  ( E l l i k e r  e t  
. a l . ,  1 9 6 4 ;  APHA,  1 9 7 8 ) .
M o s t  p s y c h r o t r o p h s  i s o l a t e d  f r o m  m i l k  a r e  g r a m  
n e g a t i v e  n o n  s p o r e - f o r m i n g  r o d s  a n d  a r e  s p e c i e s  o f  
P s e u d o m o n a s , A c h r o m o b a c t e r , F l a v o b a c t e r i u m , A l c a l i g e n e s , 
E s c h e r i c h i a  a n d  A e r o b a c t e r  ( E n t e r o b a c t e r ) ( W i t t e r ,  1 9 6 1 ) .  
E l l i k e r  ( 1 9 6 4 )  a n d  B u c h a n a n  e t  a l .  ( 1 9 7 4 )  l i s t  t h o s e  
g e n e r a  o f  b a c t e r i a  m o s t  f r e q u e n t l y  i n v o l v e d  i n  k e e p i n g  
q u a l i t y  p r o b l e m s  i n  p a s t e u r i z e d  m i l k  a s  P s e u d o m o n a s , 
A n c h r o mo b a c t e r i a m , A l c a l i g e n e s , P r o t e u s , E s c h e r i c h i a  a n d
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o b a c t e r  ) • T h e  p r e s e n c e  o f  t h e s e  
o r g a n i s m s  i n  p a s t e u r i z e d  m i l k  i s  u s u a l l y  a t t r i b u t e d  t o  
p o s t - p a s t e u r i z a t i o n  c o n t a m i n a t i o n  ( W i t t e r ,  1 9 6 1 ;  E l l i k e r ,  
1 9  6 4 ;  APHA,  1 9 7 8 ) .
I n  a d d i t i o n  t o  g r a m  n e g a t i v e  p s y c h r o t r o p h s ,  r a w  a n d  
p a s t e u r i z e d  m i l k  c o n t a i n  s o m e  g r a m  p o s i t i v e ,  s p o r e -  
f o r m i n g  t h e r m o d u r i c  r o d s  b e l o n g i n g  t o  t h e  g e n e r a  B a c i 1 l u s  
a n d ,  m o r e  r a r e l y  C l o s t r i d i u m  ( S h e h a t a  a n d  C o l l i n s ,  1 9 7 2 ;  
W a s h a m ,  O l s o n  a n d  V e d a m u t h u ,  1 9 7 7 ) .  T h e  a b i l i t y  t o  f o r m  
s p o r e s  e n a b l e s  t h e m  t o  s u r v i v e  h e a t  t r e a t m e n t s  a n d  
r e p r o d u c e  a t  r e f r i g e r a t i o n  t e m p e r a t u r e  ( M i k o l a j c i k ,  
1 9 7 8 ) .  T h e  g r o w t h  o f  p s y c h r o t r o p h s  i n  s t o r e d  r a w  m i l k  
o f t e n  a f f e c t s  t h e  e f f i c i e n c y  w i t h  w h i c h  t h e  m i l k  c a n  b e  
u t i l i z e d  i n  t e r m s  o f  ( 1 )  q u a l i t y  a n d  f l a v o r  o f  m i l k  
p r o d u c t s ;  ( 2 )  s h e l f - l i f e ;  ( 3 )  c h e e s e  y i e l d  ( L a w  e t  a l . ,  
1 9 7 9 b ) .  T h e  i m p o r t a n c e  o f  p s y c h r o t r o p h i c  b a c t e r i a  h a s  
g r e a t l y  i n c r e a s e d  w i t h  e x t e n d e d  s t o r a g e  o f  r a w  a n d  
p a s t e u r i z e d  m i l k  a n d  o t h e r  d a i r y  p r o d u c t s .  T h e s e  
b a c t e r i a  a r e  r e p o r t e d  t o  c a u s e  a  v a r i e t y  o f  o f f - f l a v o r s ,  
i n c l u d i n g  f r u i t y ,  s t a l e ,  b i t t e r ,  p u t r i d ,  r a n c i d ,  o r  
y e a s t y  f l a v o r s .  S o m e  p r o d u c e  s o u r n e s s ,  a s  w e l l  a s  
p h y s i c a l  d e f e c t s  ( T h o m a s ,  1 9 4 8 ;  F o s t e r  e t  a l . ,  1 9 5 7 ;  
H a m m e r ,  1 9 5 7 ;  T h o m a s ,  1 9 6 9 ;  V e d a m u t h u  e t  a l . ,  1 9 7 8 ;  
M i k o l a j c i k ,  1 9 7 8 ;  B o d y f e l t ,  1 9 8 0 ;  C o l l i n s ,  1 9 8 1 ) .  
E x c e s s i v e  g r o w t h  o f  g r a m  n e g a t i v e  b a c t e r i a  i n  m i l k  b e f o r e  
p r o c e s s i n g  m a y  h a v e  a  s t i m u l a t o r y  e f f e c t  o n  s u b s e q u e n t
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g r o w t h  o f  p s y c h r o t r o p h i c  s p o r e f o r i n e r s  ( O v e r c a s t  a n d  
A t m a r a m ,  1 9 7 4 ) .
P r o d u c t i o n  o f  P r o t e a s e  b y  P s y c h r o t r o p h i c  B a c t e r i a
A s  e a r l y  a s  1 9 5 7 ,  C a m p  a n d  V a n  d e r  Z a n t  d e m o n s t r a t e d  
t h e  a b i l i t y  o f  a  c e l l  f r e e  e x t r a c t  f r o m  P s e u d o m o n a s  
p u t r i f a c i e n s  t o  h y d r o l y z e  p e p t i d e s  c o n t a i n i n g  t h e  a m i n o  
a c i d  t y r o s i n e .  O t h e r  i n v e s t i g a t o r s  r e p o r t e d  t h e  a c t i o n  
o f  p r o t e o l y t i c  e n z y m e s  i n  a  v a r i e t y  o f  f o o d  p r o d u c t s  
( P e t e r s o n  a n d  G u n d e r s o n ,  1 9 6 0 a  a n d  1 9 6 0 b ) .
F r y e r  e t  a l .  ( 1 9 6 6 )  p r o d u c e d  t h r e e  d i f f e r e n t  t y p e s  
o f  c h e e s e :  ( 1 )  I n  o n e  c a s e  S t r e p t o c o c c u s  c r e mo r i s  o r
S t r e p t o c o c c u s  l a c t i s  w a s  u s e d  a s  t h e  i n o c u l u m  a l o n g  w i t h  
a  p r e d e t e r m i n e d  m i x e d  f l o r a ,  c a l l e d  r e f e r e n c e  f l o r a s ,  
w h i c h  w e r e  i s o l a t e d  b y  R i e t e r  e t  a l .  ( 1 9 6 5 )  a n d  F r y e r  e t  
a l .  ( 1 9 6 6 ) .  T h i s  f l o r a  c o n s i s t e d  o f  a d v e n t i t i o u s  
o r g a n i s m s  ( g r a m  n e g a t i v e  r o d s )  i n t r o d u c e d  d u r i n g  c h e e s e  
m a k i n g  a s  c o n t a m i n a n t s .  T h e  c h e e s e  s o  m a d e  d e v e l o p e d  
i n t e n s e  C h e d d a r  f l a v o r  i n  a  s h o r t e r  t i m e ,  b u t  t h e  f l a v o r  
q u a l i t y  w a s  v a r i a b l e  a n d  o f t e n  o f f - f l a v o r s  p r e d o m i n a t e d .  
( 2 )  I n  a n o t h e r  v a t ,  c h e e s e  w a s  m a d e  i n  t h e  a b s e n c e  o f  t h e  
r e f e r e n c e  f l o r a s ,  a n d  t h e  s t a r t e r  c o n s i s t e d  o f  a  s i n g l e  
s t r a i n  i n o c u l u m  o f  S t r e p t o c o c c u s  l a c t i s  o r  S t r e p t o c o c c u s  
c r e m o r i s . S u c h  c h e e s e  h a d  c o n s i s t e n t  . f l a v o r  a t t r i b u t e s ,  
a n d  t h e  o f f - f l a v o r s  r e s u l t i n g  f r o m  t h e  s t a r t e r  w e r e  
r e p r o d u c i b l e ,  i n d i c a t i n g  t h e s e  f l a v o r  d e f e c t s  w e r e
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c h a r a c t e r i s t i c  o f  t h e  s t r a i n  o f  c u l t u r e  u s e d  i n  m a k i n g  
t h e  c h e e s e .
S c h o r m u l l e r  ( 1 9 6 8 )  h a s  d e m o n s t r a t e d  t h a t  p r o t e a s e s ,  
p e p t i d a s e s ,  t r a n s a m i n a s e s ,  d e c a r b o x y l a s e s  a n d  p h o s ­
p h a t a s e s  a r e  i n v o l v e d  i n  t h e  f l a v o r  a n d  t e x t u r e  d e v e l o p ­
m e n t  o f  b o t h  s o f t  a n d  h a r d  t y p e s  o f  c h e e s e s .
I n  m o r e  r e c e n t  y e a r s ,  P a t e l  a n d  B l a n k e n a g e l  ( 1 9 7 2 )  
r e p o r t e d  f l a v o r  d e g r a d a t i o n  d u r i n g  s t o r a g e  o f  p a s t e u r i z e d  
m i l k  a n d  r e l a t e d  t h e s e  r e s u l t s  t o  h e a t  r e s i s t a n t  
p r o t o l y t i c  e n z y m e s  p r e s e n t  i n  t h e  r a w  m i l k  s u p p l y .  T h e s e  
w o r k e r s  s t a t e d  t h a t  p s y c h r o t r o p h s  a t  l e v e l s  g r e a t e r  t h a n  
1 , 0 0 0 , 0 0 0 /  m l  i n  t h e  m i l k ,  r e s u l t e d  i n  a  b i t t e r  f l a v o r  
d u r i n g  s t o r a g e  o f  t h e  f i n i s h e d  p r o d u c t  e v e n  t h o u g h  
n u m b e r s  a f t e r  p r o c e s s i n g  w e r e  l o w .
M a y e r h o f e r  e t  a l .  ( 1 9 7 3 )  i s o l a t e d  a n d  c h a r a c t e r i z e d  
p r o t e a s e  f r o m  P s e u d o m o n a s  f l u o r e s c e n s  w h i c h  r e t a i n e d  71% 
o f  i t s  o r i g i n a l  a c t i v i t y  a f t e r  b e i n g  h e a t e d  a t  7 1 . 4 ° C  f o r  
6 0  m i n .  T h e  e n z y m e  h y d r o l y z e d  m i l k  p r o t e i n  a t  4 ° C .  When  
p r o t e a s e  o r  P s e u d o m o n a s  f l u o r e s c e n s  w a s  a d d e d  t o  m i l k  f o r  
C h e d d a r  c h e e s e  m a k i n g ,  a n d  t h e  m i l k  t h e n  h e l d  f o r  1 2  h a t  
4 ° C  p r i o r  t o  m a n u f a c t u r e ,  f l a v o r  s c o r e s  w e r e  s i g n i f i ­
c a n t l y  l o w e r  t h a n  t h o s e  o f  c o n t r o l  s a m p l e s ;  b i t t e r n e s s  
o c c u r r e d  m o s t  f r e q u e n t l y  i n  c h e e s e  m a d e  w i t h  P s e u d o m o n a s  
f l u o r e s c e n s , a n d  u n c l e a n  f l a v o r  i n  t h o s e  m a d e  w i t h  
p r o t e a s e .  A l s o ,  p r o t e o l y s i s  w a s  s i g n i f i c a n t  i n  C h e d d a r  
c h e e s e  m a d e  f r o m  m i l k  c o n t a i n i n g  . 9 4  u n i t  o f  e n z y m e  p e r  
m i l l i l i t e r  ( W h i t e  a n d  M a r s h a l l ,  1 9 7 3 ) .
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J u f f s  ( 1 9 7 4 )  r e p o r t e d  t h a t  a d d e d  p s e u d o m o n a s  
p r o t e i n a s e  d i d  n o t  i n c r e a s e  b i t t e r n e s s  i n  A u s t r a l i a n  
C h e d d a r  c h e e s e .  A l s o ,  h e  r e p o r t e d  o f f - f l a v o r  f o r m a t i o n  
b y  p s e u d o m o n a s  p r o t e i n a s e s ,  b u t  t h i s  w o r k  c o n c e r n e d  
e n z y m e s  a d d e d  i n  a m o u n t s  c a l c u l a t e d  t o  a i d  m i l k  
c o a g u l a t i o n ,  a n d  a l t h o u g h  n o  r e l a t i o n s h i p  w a s  e s t a b l i s h e d  
w i t h  c o r r e s p o n d i n g  v i a b l e  p s y c h r o t r o p h  c o u n t  i n  m i l k ,  i t  
c a n  b e  a s s u m e d  t h a t  r e l a t i v e l y  h i g h  e n z y m e  c o n c e n t r a t i o n s  
w e r e  i n v o l v e d .
M a l i c k  a n d  S w a n s o n  ( 1 9 7 4 )  l a t e r  d e m o n s t r a t e d  t h e  
a b i l i t y  o f  p r o t e o l y t i c  e n z y m e s  p r o d u c e d  b y  s o m e  p s y c h r o ­
t r o p h i c  b a c t e r i a  t o  w i t h s t a n d  s t e r i l i z a t i o n  a t  1 3 5 ° C  f o r  
3 . 5  m i n  a n d  s t i l l  h y d r o l y z e  m i l k  p r o t e i n .  A d a m s ,  B a r a c h  
a n d  S p e c k  ( 1 9 7 5 )  a n d  D r i e s s e n  ( 1 9 7 6 )  r e p o r t e d  t h a t  a d d e d  
h e a t  r e s i s t a n t  p s e u d o m o n a s  p r o t e a s e s  c a u s e d  r a p i d  
s p o i l i n g  ( b y  c l e a r i n g  o r  c o a g u l a t i o n )  o f  s t e r i l e  m i l k  
w i t h  t h e  d e v e l o p m e n t  o f  b i t t e r  f l a v o r .  W h i t e  ( 1 9 7 1 )  
r e p o r t e d  t h e  n u m b e r  o f  p s y c h r o t r o p h s  n e c e s s a r y  t o  p r o d u c e  
o n e  u n i t  o f  e n z y m e  a c t i v i t y  a s  1 . 5  x  1 0 ^ / m l .  A d a m s  e t  
a l .  ( 1 9 7 5 )  r e v e a l e d  n u m b e r s  a s  l o w  a s  1 , 0 0 0 / m l  w h i c h  w e r e  
c a p a b l e  o f  p r o d u c i n g  2 0  u n i t s  o f  p r o t e a s e / m l .  I n  t h e  
s a m e  s t u d y ,  i t  w a s  n o t e d  t h a t  7 0 - 9 0 %  o f  t h e  r a w  m i l k  
s a m p l e s  e x a m i n e d  c o n t a i n e d  p s y c h r o t r o p h s  c a p a b l e  o f  
p r o d u c i n g  h e a t  r e s i s t a n t  p r o t e a s e s .
C h a p m a n  e t  a l .  ( 1 9 7 6 )  f o u n d  t h a t  d i f f e r e n c e s  i n  t i m e  
n e e d e d  f o r  C h e d d a r  c h e e s e  m a n u f a c t u r e  d e p e n d e d  o n  h o w  
m i l k  w a s  s t o r e d  b e f o r e  i t  w a s  m a d e  I n t o  c h e e s e .
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P r o c e s s i n g  t i m e  w a s  d e c r e a s e d  a n d  a  f i r m e r  c u r d  r e s u l t e d  
w h e n  C h e d d a r  c h e e s e  w a s  m a d e  f r o m  m i l k  c u l t u r e d  w i t h  
p s y c h r o t r o p h i c  b a c t e r i a  r a t h e r  t h a n  c o n t r o l  m i l k .  O n e  
f a c t o r  r e l a t e d  t o  c u r d  f i r m n e s s  c o u l d  b e  t h e  i n i t i a l  pH;  
t h a t  o f  c o n t r o l  c h e e s e s  w a s  6 . 7 0  c o m p a r e d  t o  6 . 5 5  t o  6 . 6 0  
f o r  c h e e s e s  f r o m  t r e a t e d  m i l k  ( C o u s i n  a n d  M a r t h ,  1 9 7 7 a ) .  
C o u s i n  a n d  M a r t h  ( 1 9 7 7 b )  a l s o  r e p o r t e d  s h o r t e r  
m a n u f a c t u r i n g  t i m e s  f o r  C h e d d a r  c h e e s e  m a d e  f r o m  s t o r e d  
m i l k s  w h i c h  h a d  c o n t a i n e d  u p  t o  10® C F U / m l  o f  c a s e i n -  
o l y t i c  p s y c h r o t r o p h s .  T h e y  a l s o  r e p o r t e d  t h a t  p s y c h r o ­
t r o p h i c  b a c t e r i a  c a u s e d  c h a n g e s  i n  s t a b i l i t y  o f  m i l k  t o  
c o a g u l a t i o n  b y  r e n n e t  o r  h e a t  b e c a u s e  a l l  p a s t e u r i z e d  a n d  
i n o c u l a t e d  m i l k s  c l o t t e d  i n  s u b s t a n t i a l l y  l e s s  t i m e  t h a n  
d i d  p a s t e u r i z e d  c o n t r o l  m i l k  w h e n  r e n n e t  w a s  a d d e d .  
K a p p a - c a s e i n  d e g r a d i n g  e n z y m e  ( p r o t e i n a s e s ) p r o d u c e d  
d u r i n g  t h e  g r o w t h  o f  a  p s y c h r o t r o p h i c  s t r a i n  o f  P s e u d o ­
m o n a s  f 1 u o r e s c e n s  c a n  p r o d u c e  g e l a t i o n  o f  s t o r e d  UH T -  
s t e r i l i z e d  m i l k  ( L a w ,  A n d r e w s  a n d  S h a r p e ,  1 9 7 7 ) .
T h e  d e g r a d a t i o n  o f  p r o t e i n s  c o n t r i b u t e s  t o  a  
s o f t e n i n g  o f  t h e  c h e e s e ,  t h e r e b y  a l t e r i n g  t e x t u r e .  
P r o t e i n s  a r e  d e g r a d e d  b y  m i c r o b i a l  p r o t e a s e s  t o  y i e l d  
p e p t i d e s  a n d  a m i n o  a c i d s .  T h e s e  a m i n o  a c i d s  c a n  u n d e r g o  
a  v a r i e t y  o f  c h a n g e s ,  s u c h  a s  s i d e  c h a i n  a l t e r a t i o n s ,  
d e c a r b o x y l a t i o n ,  t r a n s m i s s i o n  a n d  o x i d a t i v e  d e a m i n a t i o n  
t o  a l p h a - k e t o  a c i d s  ( A r u n  a n d  S h a h a n i , 1 9 7 8 ) .
P r o t e o l y s i s  i n  m i l k  i n c r e a s e d  w i t h  a n  i n c r e a s e  i n  
s t o r a g e  t i m e .  I n c r e a s e s  i n  t y r o s i n e  e q u i v a l e n t  (TE)  w e r e
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g r e a t e r  i n  m i l k  s t o r e d  a t  7 ° C .  M a r k e d  i n c r e a s e s  i n  TE 
w e r e  o b s e r v e d  a f t e r  4 d o f  s t o r a g e  a t  7 ° C  a n d  a f t e r  6 d 
o f  s t o r a g e  a t  4 ° C ,  A f t e r  s t o r a g e  f o r  8 d ,  T E  h a d  
i n c r e a s e d  88 .4% i n  m i l k  s t o r e d  a t  4 ° C  c o m p a r e d  t o  222% i n  
m i l k  s t o r e d  a t  7 ° C .  T h e  i n c r e a s e  i n  TE  w a s  a l w a y s  
a s s o c i a t e d  w i t h  a n  i n c r e a s e  i n  t h e  p s y c h r o t r o p h i c  c o u n t .  
T h e  i n c r e a s e  i n  T E  o c c u r r e d  2 t o  4 d  a f t e r  t h e  
p s y c h r o t r o p h i c  c o u n t  e x c e e d e d  1 0 6 C F U / m l  ( Y a n  e t  a l . ,  
1 9 8 3 ) .
P r o d u c t i o n  o f  L i p a s e  b y  P s y c h r o t r o p h i c  B a c t e r i a
S e v e r a l  w o r k e r s  ( e . g . ,  P i n h e i r o ,  L i s k a  a n d  P a r m e l e e ,  
1 9 6 5 ;  K o s h o n t i  a n d  S j o s t r o m ,  1 9 7 0 ;  D r i e s s e n  a n d  
S t a d h o u d e r s ,  1 9 7 1 )  h a v e  s h o w n  t h a t  e x t r a c e l l u l a r  l i p a s e s  
f r o m  r a w  m i l k  p s y c h r o t r o p h i c  b a c t e r i a  ( P s e u d o m o n a s  a n d  
A l c a l i g e n e s  s p p )  a r e  r e s i s t a n t  t o  p a s t e u r i z a t i o n  t e m p e r a ­
t u r e s  w h i c h  k i l l  t h e  b a c t e r i a  t h e m s e l v e s .  S u c h  e n z y m e s  
s u b s e q u e n t l y  c a u s e d  e x c e s s i v e  l i p o l y s i s  a n d  r a n c i d i t y  i n  
c r e a m ,  b u t t e r  a n d  c h e e s e .  O h r e n  a n d  ' T u c k e y  ( 1 9 6 9 )  
o b s e r v e d  t h a t  h i g h  l e v e l s  o f  f r e e  f a t t y  a c i d s  ( F F A )  
d e v e l o p e d  d u r i n g  m a t u r a t i o n  i n  c h e e s e s  m a d e  f r o m  h e a t  
t r e a t e d  m i l k  i f  l e v e l s  o f  o r g a n i s m s  w e r e  h i g h  i n  t h e  r a w  
m i l k ,  i n d i c a t i n g  t h a t  s u r v i v i n g  b a c t e r i a l  l i p a s e s  w e r e  
a l s o  a c t i v e  i n  c h e e s e .  S i m i l a r l y ,  S h a r p e  ( 1 9 7 2 )  s h o w e d  
t h a t  a l t h o u g h  r e f e r e n c e  f l o r a s  ( R e i t e r ,  F r y e r  a n d  S h a r p ,  
1 9 6 5 ;  F r y e r ,  S h a r p  a n d  R e i t e r ,  1 9 6 6 )  i n c l u d i n g  
p s y c h r o t r o p h i c  g r a m  n e g a t i v e  r o d s  (GNR) ,  i n o c u l a t e d  i n t o
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l o w  c o u n t  m i l k s  a n d  s t o r e d  a t  l o w  t e m p e r a t u r e s  w e r e  
e l i m i n a t e d  b y  p a s t e u r i z a t i o n ,  t h e i r  l i p o l y t i c  a c t i v i t y  
s u r v i v e d  t h e  p r o c e s s  a n d  g a v e  r i s e  t o  r a n c i d  f l a v o r e d  
C h e d d a r  c h e e s e  c o n t a i n i n g  h i g h  l e v e l s  o f  f r e e  b u t y r i c  a n d  
h i g h e r  f a t t y  a c i d s .
T h e  h i g h e s t  i n c i d e n c e  o f  l i p o l y t i c  a c t i v i t y  a m o n g  
t h e  p s y c h r o t r o p h i c  q r a m  n e g a t i v e  f l o r a  o f  c o m m e r c i a l  r a w  
m i l k  w a s  f o u n d  i n  s t r a i n s  o f  P s e u d o m o n a s  f l u o r e s c e n s  a n d  
P s e u d o m o n a s  f r a g i . T h e  a b o v e  t w o  s p e c i e s  h a d  l i p a s e s  
w h i c h  r e t a i n e d  2 0 - 2 5 %  o f  t h e i r  a c t i v i t y  e v e n  w h e n  h e a t e d  
a t  1 0 0 ° C  f o r  1 0  m i n  ( L a w  e t  a l . ,  1 9 7 6 ) .  C h e e s e s  m a d e  
f r o m  m i l k s  i n  w h i c h  m i x e d  s t r a i n s  o f  l i p o l y t i c  g r a m  
n e g a t i v e  r o d s  (GNR)  h a d  b e e n  a l l o w e d  t o  m u l t i p l y  t o  
g r e a t e r  t h a n  1 0 ^  C F U / m l  b e c a m e  r a n c i d  a f t e r  4 m o  e v e n  
t h o u g h  t h e  GNR h a d  b e e n  k i l l e d  b y  p a s t e u r i z a t i o n .  A 
s i n g l e  s t r a i n  o f  P s e u d o m o n a s  f l u o r e s c e n s  ( A R I I )  p r o d u c e d  
t h e  s a m e  e f f e c t  a f t e r  o n l y  2 mo u n d e r  s i m i l a r  c o n d i t i o n s .  
T h e  r a n c i d i t y  w a s  c h a r a c t e r i z e d  b y  a s o a p y  o f f - f l a v o r  i n  
c h e e s e s  c o n t a i n i n g  f r e e  f a t t y  a c i d  c o n c e n t r a t i o n s  f r o m  
t h r e e  t o  t e n  t i m e s  h i g h e r  t h a n  t h o s e  i n  c o n t r o l  c h e e s e s  
m a d e  f r o m  s t o r e d  m i l k s  w i t h  l o w  GNR c o u n t s .  S t r o n g  
r a n c i d i t y  c o u l d  b e  r e p r o d u c e d  b y  a d d i n g  t h e  c u l t u r e  
s u p e r n a t a n t  o f  a  p r e - g r o w n  l i p o l y t i c  s t r a i n ,  b u t  n o t  t h e  
w a s h e d  c e l l s ,  a n d  p a s t e u r i z i n g  i t  i m m e d i a t e l y  b e f o r e  
c h e e s e - m a k i n g ,  d e m o n s t r a t i n g  t h e  e x t r a c e l l u l a r  n a t u r e  o f  
t h e  r a n c i d i t y  i n c l u d i n g  l i p a s e s  ( L a w ,  S h a r p  a n d  C h a p m a n ,  
1 9 7 6 ) .
18
P s y c h r o t r o p h i c  b a c t e r i a  g r o w i n g  i n  r e f r i g e r a t e d  r a w  
m i l k  c a n  p r o d u c e  h e a t - r e s i s t a n t  e n z y m e s  w h i c h  
s u b s e q u e n t l y  a f f e c t  d a i r y  p r o d u c t  q u a l i t y  a d v e r s e l y .  F o r  
e x a m p l e ,  l i p a s e s  m a y  c a u s e  r a n c i d i t y  i n  C h e d d a r  c h e e s e  
( L a w ,  S h a r p e  a n d  C h a p m a n ,  1 9 7 6 } .  W h i l e  p s y c h r o t r o p h i c  
o r g a n i s m s  u s u a l l y  d o  n o t  s u r v i v e  p a s t e u r i z a t i o n ,  t h e  
l i p a s e s  a n d  p r o t e a s e s  t h e y  e l a b o r a t e  d o  s u r v i v e .  T h e s e  
e n z y m e s  a r e  c a r r i e d  i n t o  t h e  c h e e s e  a n d ,  i n  e x c e s s ,  c o u l d  
p r o d u c e  b i t t e r n e s s  a n d  r a n c i d i t y  ( M o s k o w i t z ,  1 9 8 0 ) .  I n  
a d d i t i o n ,  t h e  b r e a k d o w n  p r o d u c t s  p r o d u c e d  b y  t h e s e  
e n z y m e s  s t i m u l a t e  s t a r t e r  c u l t u r e  a c i d  p r o d u c t i o n  w h i c h ,  
i n  e x c e s s ,  p r o d u c e s  b o d y  a n d  f l a v o r  d e f e c t s  ( M i k o l a j c i k ,  
1 9 7 9 }  .
A n d e r s s o n  ( 1 9 8 1 )  r e p o r t e d  t h a t  t h e  t h e r m o s t a b l e  
l i p a s e  o f  P s e u d o mo n a s  f 1 u o r e s c e n s  S I K  WI  h a d  a  m a r k e d  
e f f e c t  o n  t h e  f l a v o r  o f  u l t r a - p a s t e u r i z e d  m i l k .  S a m p l e s  
w i t h  . 3  l i p a s e  u n i t  p e r  m i l l i l i t e r  w e r e  p e r c e i v e d  a s  
" r a n c i d "  a f t e r  5 t o  8 d  o f  s t o r a g e  a t  8 ° C .  P s e u d o mo n a s  
f l u o r e s c e n s  2 7  ( P 2 7 )  p r o d u c e d  b o t h  p r o t e a s e  a n d  l i p a s e  
t h a t  w e r e  c a p a b l e  o f  s u r v i v i n g  h e a t i n g  a t  7 0 ° C  f o i  3 0  m i n  
a s  a  c r u d e  e n z y m e  ( C h r i s t e n  e t  a l . ,  1 9 8 0 ) .  L i p a s e  a n d  
p r o t e a s e  w e r e  p r o d u c e d  s i m u l t a n e o u s l y  b y  P s e u d o mo n a s  
f l u o r e s c e n s  2 7  ( P 2 7 )  i n  t h r e e  t y p e s  o f  b r o t h  a n d  o n  a  
d i a l y s i s  m e m b r a n e  r e s t i n g  o n  s e m i s o l i d  m e d i a  ( C h r i s t e n  e t  
a l . ,  1 9 8 4 ) .
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P r o d u c t i o n  o f  P h o s p h o l i p a s e  b y  P s y c h r o t r o p h i c  B a c t e r i a
M i l k  i s  c o m p r i s e d  o f  a  c o m p l e x  m i x t u r e  o f  f a t ,  
p r o t e i n ,  s u g a r s ,  a n d  i n o r g a n i c  s a l t s  i n  s t a t e s  o f  
e m u l s i o n ,  c o l l o i d a l  d i s p e r s i o n ,  a n d  s o l u t i o n .  T h e  f a t  
e x i s t s  a s  m i n u t e  g l o b u l e s  e m u l s i f i e d  b y  a  c o a t i n g  o r  
" m e m b r a n e . "  T h i s  m e m b r a n e  o f  p r o t e i n  a n d  p h o s p h o l i p i d  
s e r v e s  a s  a  p h y s i c a l  b a r r i e r  t o  p r e v e n t  a g g l o m e r a t i o n  o f  
t h e  g l o b u l e s  d u r i n g  t h e  a g i t a t i o n ,  a n d  i t  a l s o  m a y  o f f e r  
p r o t e c t i o n  a g a i n s t  l i p o l y s i s .  I t s  r e m o v a l  m a y  a l l o w  e a s y  
a c c e s s i b i l i t y  o f  l i p a s e s  f r o m  m i l k  o r  m i c r o o r g a n i s m s  t o  
t h e  g l y c e r i d e s  o f  t h e  f a t  g l o b u l e  { L a w  e t  a l . ,  1 9 7 3  a n d  
M a b b i t t ,  1 9 8 1 ) .
I n v o l v e m e n t  o f  m i l k  f a t  i n  t h e  f l a v o r  o f  C h e d d a r  
c h e e s e  i s  a p p a r e n t  f r o m  o b s e r v a t i o n s  t h a t  c h e e s e  m a d e  
w i t h  l o w  f a t  m i l k  o r  s k i m  m i l k  f a i l s  t o  d e v e l o p  t h e  
c h a r a c t e r i s t i c  f l a v o r  ( O h r e n  a n d  T u c k e y ,  1 9 6 9 ) .  T h e  f a t  
g l o b u l e  m e m b r a n e  (FGM) i s  a n  a d d i t i o n a l  s o u r c e  o f  l i p i d s  
( i n  p a r t i c u l a r ,  p h o s p h o l i p i d s ) ,  a n d  i t s  p o s s i b l e  
c o n t r i b u t i o n  t o  c h e e s e  f l a v o r  h a s  n o t  b e e n  c o n s i d e r e d  
p r e v i o u s l y ,  a l t h o u g h  r e c e n t  r e p o r t s  h a v e  d e a l t  w i t h  
i s o l a t i o n  o f  p h o s p h o l i p i d s  f r o m  c h e e s e  ( U m e m o t o  a n d  S a t o ,  
1 9 7 0 ;  N a k a n i s h i  a n d  K a y a ,  1 9 7 1 ) .  P h o s p h o l i p a s e  C 
h y d r o l y z e d  a b o u t  90% o f  t h e  l i p i d  p h o s p h o r u s  o f  b o t h  l o w  
a n d  h i g h - d e n s i t y  l i p o p r o t e i n  f r a c t i o n s  o f  m i l k  ( O ' M a h o n y ,  
1 9 7 2 ) .
C h e d d a r  c h e e s e  m a d e  w i t h  s k i m  m i l k  a n d  b u t t e r o i l  
( w i t h o u t  b u t t e r m i l k )  h o m o g e n i z e d  a t  4 2 2  1 0 3k g / m ^  w e r e
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r a n c i d  a f t e r  6 m o  r i p e n i n g  a n d  c o n t a i n e d  v e r y  h i g h  
a m o u n t s  o f  f r e e  f a t t y  a c i d s .  P h o s p h o l i p i d  i n  t h e  c h e e s e s  
d e c r e a s e d  b y  5 0  t o  70% d u r i n g  t h e  6 m o  r i p e n i n g .  T h e  
b r e a k d o w n  o f  p h o s p h o l i p i d s  d u r i n g  r i p e n i n g  o f  C h e d d a r  
c h e e s e s  w a s  a t t r i b u t e d  t o  p h o s p h o l i p a s e s  p r o d u c e d  b y  t h e  
s t a r t e r  b a c t e r i a  ( L a w  e t  a l . ,  1 9 7 3 ) .  H o w e v e r ,  C h r i s o p e  
a n d  M a r s h a l l  ( 1 9 7 6 )  d i s c o v e r e d  t h a t  n o n e  o f  t h e  l a c t i c  
c u l t u r e s  e x a m i n e d  d i s p l a y e d  p h o s p h o l i p a s e  a c t i v i t y  o n  
l e c i t h i n  a g a r  a f t e r  15  d i n c u b a t i o n .
P a r t i a l l y  p u r i f i e d  p h o s p h o l i p a s e  C f r o m  P s e u d o m o n a s  
f l u o r e s c e n s  h y d r o l y z e d  p h o s p h o l i p i d s  a d s o r b e d  t o  f a t  
g l o b u l e s  i n  m o d e l  m i l k  c o m p o s e d  o f  b u t t e r o i l  e m u l s i f i e d  
w i t h  c r u d e  s o y  l e c i t h i n .  M o d i f i c a t i o n  o f  t h e  m e m b r a n e  b y  
t h i s  e n z y m e  e n h a n c e d  l i p o l y s i s  w h e n  s t e a p s i n  ( l i p a s e )  w a s  
i n t r o d u c e d  t o  t h e  e m u l s i o n  c o n t a i n e d  i n  a  B i o - f i b e r  
b r e a k e r - t y p e  d i a l y s i s  s y s t e m .  F o l l o w i n g  a n  i n i t i a l  
p e r i o d  o f  i n d u c t i o n ,  t h e  v e l o c i t y  o f  l i p o l y s i s  i n  t h e  
m o d e l  e m u l s i o n  w a s  g r e a t e r  i n  t h e  p r e s e n c e  o f  
p h o s p h o l i p a s e  C t h a n  i n  i t s  a b s e n c e .  A c t i v i t y  o f  m i l k  
l i p a s e  i n  r a w  m i l k  w a s  e n h a n c e d  a l s o .  T i t e r s  o f  f r e e  
f a t t y  a c i d s  i n c r e a s e d  a t  g r e a t e r  r a t e s  i n  r a w  m i l k s  
i n c u b a t e d  a t  3 0 ° C  w i t h  p h o s p h o l i p a s e  C t h a n  w i t h o u t  i t  
( C h r i s o p e  a n d  M a r s h a l l ,  1 9 7 6 ) .
D o i  a n d  N o j i m a  ( 1 9 7 1 )  e x p e r i e n c e d  a p p r o x i m a t e l y  4 5% 
l o s s  i n  a c t i v i t y  a f t e r  h e a t i n g  p h o s p h o l i p a s e  C f r o m  
P s e u d o m o n a s  f l u o r e s c e n s  t o  6 0 ° C  f o r  5 m i n  i n  b u f f e r
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w i t h o u t  g l y c e r o l .  H o w e v e r ,  C h r i s o p e ' s  a n d  M a r s h a l l ' s  
c r u d e  e n z y m e  p r e p a r a t i o n  ( 6 0 %  a m m o n i u m  s u l f a t e  
p r e c i p i t a t e  i n  g l y c e r i n a t e d  b u f f e r )  f r o m  P s e u d o m o n a s  
f 1 u o r e s c e n s  1 7 8  p r o d u c e d  t y p i c a l  p h o s p h o l i p a s e  C r e a c t i o n  
i n  l e c i t h i n  a g a r  a f t e r  b e i n g  h e a t e d  a t  6 0 ° C  f o r  20  m i n .
B a c t e r i a  w h i c h  p r o d u c e d  p h o s p h o l i p a s e  C w e r e  
i s o l a t e d  f r o m  1 3  o f  3 4  f r e s h  a n d  1 5  o f  3 5  s p o i l e d  s a m p l e s  
o f  h o m o g e n i z e d  m i l k  s t o r e d  a t  4 t o  6 ° C .  No s i n g l e  o f f -  
f l a v o r  w a s  a s s i g n e d  c o n s i s t e n t l y  t o  s a m p l e s  w i t h  
p h o s p h o l i p a s e  p r o d u c e r s ,  b u t  75% o f  t h e m  w e r e  b i t t e r .  
P s e u d o m o n a d s  c o n s t i t u t e d  62% o f  t h e  i s o l a t e s .  O t h e r  
p h o s p h o l i p a s e  C - p r o d u c i n g  g e n e r a  a n d  t h e i r  n u m b e r s  w e r e  
A c i n e t o b a c t e r , t w o ;  A l c a l i g e n e s , t h r e e ;  a n d  F l a v o b a c t e r -  
i u m , t w o  ( F o x  e t  a l . ,  1 9 7 6 ) .  T h e s e  r e s u l t s  a n d  t h e  f i n d ­
i n g s  o f  C h r i s o p e  e t  a l .  ( 1 9 7 6 )  t h a t  p s y c h r o t r o p h i c  b a c ­
t e r i a  o f  m i l k  a r e  m a j o r  p r o d u c e r s  o f  p h o s p h o l i p a s e  C g i v e  
f u r t h e r  e m p h a s i s  t o  t h e  n e e d  t o  m i n i m i z e  n u m b e r s  o f  
p s y c h r o t r o p h i c  b a c t e r i a  i n  m i l k  ( F o x ,  1 9 7 6 ) .
L e c i t h i n  a g a r  w a s  d e v e l o p e d  b y  C h r i s o p e  e t  a l .  
( 1 9 7 6 )  o n  w h i c h  a  c u l t u r e  o f  P s e u d o m o n a s  f l u o r e s c e n s  178  
p r o d u c e d  a n  o p a q u e  z o n e ,  s u g g e s t i n g  p h o s p h o l i p a s e  C 
a c t i v i t y  ( f o r m a t i o n  o f  w a t e r - i n s o l u b l e  d i g l y c e r i d e }. 
S t r a i n  1 5 7  o f  a n  u n k n o w n  s p e c i e s  o f  P s e u d o m o n a s  p r o d u c e d  
a  c l e a r  z o n e ,  w h i c h  w a s  a t t r i b u t e d  t o  a c t i v i t y  o f  
p h o s p h o l i p a s e  A^ o r  A 2 ( f o r m a t i o n  o f  w a t e r - s o l u b l e  
l y s o l e c i t h i n ) .
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F a c t o r s  A f f e c t i n g  C h e d d a r  C h e e s e  Y i e l d
A d i r e c t  l i n e a r  r e l a t i o n s h i p  h a s  b e e n  d e m o n s t r a t e d  
b e t w e e n  a m o u n t  o f  f a t  a n d  c a s e i n  i n  m i l k  a n d  y i e l d  o f  
C h e d d a r  c h e e s e  ( P r i c e ,  1 9 5 2 ) .  S i m i l a r  r e s u l t s  h a v e  b e e n  
o b s e r v e d  d u r i n g  m a n u f a c t u r i n g  o f  c o t t a g e  c h e e s e  
( M i c k e l s e n ,  1 9 7 4 ) .  I r v i n e  e t  a l .  ( 1 9 6 9 )  r e p o r t e d  t h a t  
C h e d d a r  c h e e s e  y i e l d s  t e n d e d  t o  b e  l o w e r  b e c a u s e  o f  h i g h  
p r o t e o l y t i c  a c t i v i t y  o f  a  p r o t e a s e  c o m p l e x  f r o m  a  m u t a t e d  
s t r a i n  o f  B a c i l l u s  s u b t i l i s  a s  a  r e n n e t  s u b s t i t u t e  a n d  
s u c h  c h e e s e s  w e r e  o f  e x c e l l e n t  q u a l i t y  w i t h  n o  
b i t t e r n e s s .  C h e e s e  y i e l d s  w e r e  l o w e r  w i t h  m i c r o b i a l  
r e n n e t s  p r o d u c e d  b y  Mu c o r  p u s i 1 l u s  l i n d t  a n d  B a c i 1 l u s  
p o l y m y x a  t h a n  t h a t  f r o m  c a l f  r e n n e t  ( K i k u c h i  a n d  T o y o d a ,  
1 9 7 0 )  .
T h e  C a n a d i a n  s t u d y  a l s o  i n d i c a t e d  t h a t  c h e e s e  y i e l d  
v a r i e d  d i r e c t l y  w i t h  s e a s o n a l  d e v i a t i o n s  i n  a m o u n t s  o f  
f a t  p l u s  p r o t e i n  i n  m i l k  ( I r v i n e ,  1 9 7 4 ) .
M o d e r n  c h e e s e m a k i n g  p l a n t s  c a n  o p e r a t e  e f f i c i e n t l y  
o n l y  i f  a n  a d e q u a t e  s u p p l y  o f  m i l k  i s  a v a i l a b l e  a t  t h e  
s t a r t  o f  t h e  c h e e s e m a k i n g  p r o c e s s .  T h u s ,  i t  h a s  b e c o m e  a  
c o m m o n  p r a c t i c e  t o  s t o r e  i n c o m i n g  r a w  m i l k  f o r  s e v e r a l  
d a y s  a t  l o w  t e m p e r a t u r e s  b e f o r e  u s i n g  i t  f o r  t h e  
m a n u f a c t u r e  o f  c h e e s e  ( C h a p m a n  e t  a l . ,  1 9 7 6 ) .  T h e  e f f e c t  
o f  l o w  t e m p e r a t u r e  s t o r a g e  o n  m i l k  q u a l i t y  a n d  o n  
c h e e s e m a k i n g  h a s  c o n c e r n e d  t h e  d a i r y  i n d u s t r y  i n  r e c e n t  
y e a r s .  R e s e a r c h  h a s  i n d i c a t e d  t h a t  g r o w t h  o f  p r o t e o l y t i c
23
p s y c h r o t r o p h s  d u r i n g  l o w  t e m p e r a t u r e  s t o r a g e  m a y  d e c r e a s e  
m i l k  q u a l i t y ,  w h i c h  r e s u l t s  i n  a  d e c r e a s e  i n  c h e e s e  y i e l d  
d u e  t o  t h e  d e g r a d a t i o n  o f  m i l k  p r o t e i n s  a n d  i n c r e a s e d  
l o s s  o f  n o n p r o t e i n  n i t r o g e n  i n  w h e y  ( A y l w a r d  e t  a l . ,  
1 9 8 0 ) .
F a c t o r s  a f f e c t i n g  c h e e s e  y i e l d  a r e  a  m a j o r  c o n c e r n  
o f  t h o s e  i n  t h e  c h e e s e  i n d u s t r y .  C u r r e n t  t e c h n i q u e s  o f  
h a n d l i n g  r a w  m i l k  o f t e n  r e s u l t e d  i n  h i g h  p s y c h r o t r o p h i c  
c o u n t s  b e f o r e  c h e e s e  m a n u f a c t u r e .  P s y c h r o t r o p h s  h a v e  
b e e n  r e p o r t e d  t o  h a v e  p r o t e o l y t i c  a n d  l i p o l y t i c  a c t i v i t y  
a n d  t o  p r o d u c e  u n d e s i r a b l e  b r e a k d o w n  p r o d u c t s  i n  m i l k  
( A d a m s  e t  a l . ,  1 9 7 6 ;  D e B e u k e l a r  e t  a l . ,  1 9 7 7 ;  L a w ,  S h a r p  
a n d  C h a p m a n ,  1 9 7 6 ;  N e l s o n  a n d  M a r s h a l l ,  1 9 7 7 ) .  S e v e r a l  
r e s e a r c h e r s  ( C o u s i n  a n d  M a r t h ,  1 9 7 7 a , b , c ;  L a w ,  S h a r p  a n d  
C h a p m a n ,  1 9 7 6 ;  N e l s o n  a n d  M a r s h a l l ,  1 9 7 7 )  h a v e  s t a t e d  
t h a t  b r e a k d o w n  p r o d u c t s  s o l u b l e  i n  t h e  w h e y  r e s u l t  i n  
l o w e r  c h e e s e  y i e l d .  A l l a u d d i n  e t  a l .  ( 1 9 7 6 )  r e p o r t e d  
t h a t  y i . e l d  o f  c h e e s e  w a s  r e d u c e d  w h e n  l a r g e  n u m b e r s  o f  
p s y c h r o t r o p h s  w e r e  p r e s e n t  i n  m i l k .  T h i s  f i n d i n g  w a s  
s u p p o r t e d  b y  C o u s i n  a n d  M a r t h  ( 1 9 7 7 a , b , c )  w h o  o b s e r v e d  a  
c o n s i d e r a b l e  i n c r e a s e  i n  t o t a l  n i t r o g e n  i n  w h e y  f r o m  m i l k  
i n o c u l a t e d  w i t h  p s y c h r o t r o p h s .
T h e  w o r k  o f  F e u i l l a t  e t  a l .  ( 1 9 7 6 )  h a s  a l r e a d y  b e e n  
c i t e d  i n  r e l a t i o n  t o  p r o t e i n  b r e a k d o w n  i n  r e f r i g e r a t e d  
m i l k .  T h e s e  a u t h o r s  s h o w e d  t h a t  e x c e s s i v e  a m o u n t s  o f  N 
w e r e  l o s t  i n t o  t h e  w h e y  o f  s o f t  c h e e s e  m a d e  w i t h  h e a t -
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t r e a t e d  h i g h - c o u n t  m i l k s  ( a p p r o x i m a t e l y  1 0 ^  p s y c h r o t r o p h s  
p e r  m i l l i l i t e r ) .  T h e  p r o j e c t e d  l o s s  o f  c h e e s e  y i e l d  
r e p r e s e n t e d  b y  t h e  w h e y  N l o s s e s  w a s  a b o u t  5%,  a  f i g u r e  
o f  c o n s i d e r a b l e  e c o n o m i c  s i g n i f i c a n c e .
I n o c u l a t i o n  o f  m i l k  w i t h  1 0 5 p r o t e o l y t i c  p s y c h r o ­
t r o p h s  p e r  m i l l i l i t e r  f o l l o w e d  b y  i n c u b a t i o n  a t  2 0 ° C  f o r  
4 8  h  h a d  n o  s i g n i f i c a n t  e f f e c t  o n  c u r d  y i e l d  w i t h  8 o f  9 
t e s t  c u l t u r e s .  W i t h  a n  E n t e r o b a c t e r  s p e c i e s ,  38% l e s s  
c u r d  w a s  o b t a i n e d  i n  t h e  p r e s e n c e  o f  10® o r g a n i s m s  p e r  
m i l l i l i t e r ;  y i e l d s  a l s o  d e c r e a s e d  w h e n  a n  i n i t i a l  c o u n t  
o f  t h i s  b a c t e r i u m  w e r e  2 x  1 0 5 / m l  a n d  s t o r a g e  a t  5 ° C  f o r  
48  h  ( N e l s o n  a n d  M a r s h a l l ,  1 9 7 7 ) .
Y a t e s  a n d  E l l i o t  ( 1 9 7 7 )  c a l c u l a t e d  t h a t  t h e  g r o w t h  
o f  u n s p e c i f i e d  p r o t e o l y t i c  p s y c h r o t r o p h i c  b a c t e r i a  i n  
w h o l e  m i l k  r e s u l t e d  i n  w h e y  N l o s s e s  e q u i v a l e n t  t o  
r e d u c t i o n s  o f  2 . 7 5 - 4 . 6 0 %  i n  t h e  p r o t e i n  a v a i l a b l e  f o r  
c h e e s e .  T h e  l o w e r  p e r c e n t a g e  l o s s e s  w e r e  a s s o c i a t e d  w i t h  
b a c t e r i a l  p o p u l a t i o n s  o f  a p p r o x i m a t e l y  1 0 ^  C F U / m l ,  w h i c h  
c o u l d  b e  e n c o u n t e r e d  i n  s t o r e d  m a r k e t  m i l k  i n  e x t r e m e  
c a s e s  ( a s s u m i n g  t h e  m a j o r i t y  o f  t h e  p s y c h r o t r o p h i c  f l o r a  
t o  b e  p r o t e o l y t i c ) ,  t h o u g h  t h e  w h e y  s e p a r a t i o n  w a s  a g a i n  
a t y p i c a l  s i n c e  t h e  c a s e i n  w a s  a c i d  p r e c i p i t a t e d  a n d  
r e n n e t  w a s  n o t  u s e d .  C o u s i n  a n d  M a r t h  ( 1 9 7 7 b )  r e p o r t e d  
t h a t  p e r c e n t a g e  y i e l d s  o f  c o t t a g e  c h e e s e  c u r d s  w e r e  
h i g h e r  t h a n  n o r m a l  w h e n  m a d e  f r o m  m i l k  p r e v i o u s l y  
i n o c u l a t e d  w i t h  P s e u d o mo n a s  o r  F l a v o r b a c t e r i u m  s p e c i e s
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a n d  s t o r e d  a t  4 . 4 ° C  f o r  3 d ,  b u t  l o w e r  i f  t h e  m i l k  w e r e  
s t o r e d  f o r  5 d .
I n  c o n t r a s t  t o  t h e s e  f i n d i n g s .  L a w  e t  a l .  ( 1 9 7 9 a )  
r e p o r t e d  t h a t  p r o t e o l y t i c  p s y c h r o t r o p h s  g r o w i n g  f o r  7 2  h 
i n  r a w  m i l k  a t  7 . 5 ° C  t o  l e v e l s  o f  a p p r o x i m a t e l y  1 0 ^  
C F U / m l  a r e  u n l i k e l y  t o  c a u s e  a  s i g n i f i c a n t  c h a n g e  i n  t h e  
y i e l d s  o r  q u a l i t y  o f  C h e d d a r  c h e e s e  t h r o u g h  t h e i r  
p r o t e o l y t i c  a c t i v i t y .  D o n e  o f  t h e  c h e e s e s  d e v e l o p e d  o f f -  
f l a v o r  r e l a t e d  t o  e x c e s s i v e  p r o t e i n  b r e a k d o w n ,  b u t  m a n y  
b e c a m e  l i p o l y t i c a l l y  r a n c i d .  E v e n  t h e  a d d i t i o n  o f  k n o w n  
a m o u n t s  o f  a  p r o t e i n a s e  f r o m  P s e u d o m o n a s  f l u o r e s c e n s  A R l l  
( e q u i v a l e n t  t o  a  v i a b l e  p o p u l a t i o n  o f  1 x  1 0 ^ )  d i d  n o t  
b r i n g  a b o u t  d e t e c t a b l e  p r o t e i n  b r e a k d o w n  d u r i n g  t h e  72  h 
s t o r a g e  p e r i o d  o f  r a w  m i l k  ( L a w e t  a l . ,  1 9 7 9 b ) .
T h e  y i e l d  o f  d i r e c t - a c i d  c h e e s e  m a n u f a c t u r e d  f r o m  
i n o c u l a t e d  m i l k  w i t h  p s y c h r o t r o p h i c  B a c i l l u s  a n d  P s e u d o ­
mo n a s  i s o l a t e s  d e c r e a s e d  a s  p s y c h r o t r o p h i c  i n o c u l a t i o n  
l e v e l  i n c r e a s e d .  Y i e l d  r e d u c t i o n  r e s u l t e d  f r o m  b o t h  
l i p i d  a n d  p r o t e i n  d e g r a d a t i o n ,  a n d  a c c o u n t e d  f o r  
a p p r o x i m a t e l y  4 5  a n d  55% o f  t h e  d r y  m a t t e r  l o s s ,  
r e s p e c t i v e l y .  F a t  l o s s e s  w e r e  o b s e r v e d  f r o m  d e c r e a s e d  
m i l k  f a t  t e s t s  a n d  i n c r e a s e d  a c i d  d e g r e e  v a l u e s .  P r o t e i n  
l o s s e s  w e r e  o b s e r v e d  f r o m  i n c r e a s e d  n o n - p r o t e i n  n i t r o g e n  
a n d  w h e y  n i t r o g e n  v a l u e s  ( H i c k s  e t  a l . ,  1 9 8 2 ) .
T h e  pH o f  t h e  m i l k  d e c r e a s e d  . 0 8  u n i t  a t  4 ° C  a n d  . 1 5  
u n i t  a t  7 ° C  d u r i n g  t h e  8 d  s t o r a g e  p e r i o d  ( Y a n  e t  a l . ,
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1 9 8 3 ) ,  C h a p m a n  e t  a l .  ( 1 9 7 6 )  r e p o r t e d  t h a t  t h e  pH o f  
m i l k  e i t h e r  d i d  n o t  c h a n g e  o r  i t  d e c r e a s e d  d u r i n g  s t o r a g e  
a t  5 ,  7 . 5  a n d  1 0 ° C  f o r  3 d .  T h e  r a t e  o f  d e c r e a s e  i s
p r o b a b l y  r e l a t e d  t o  t h e  t y p e  o f  p s y c h r o t r o p h s  p r e s e n t  i n  
a  p a r t i c u l a r  m i l k  s u p p l y .  C o u s i n  a n d  M a r t h  ( 1 9 7 7 a )  
s u g g e s t e d  t h a t  p s y c h r o t r o p h s  c a n  d e c r e a s e  t h e  pH o f  m i l k  
d u r i n g  l o w  t e m p e r a t u r e  s t o r a g e ,  t h u s  d e c r e a s i n g  t h e  
s o l u b l e  c a s e i n .  A s  s o l u b l e  c a s e i n  d e c r e a s e s ,  m i c e l l a r  
c a s e i n  w o u l d  i n c r e a s e  w h i c h  m a y  a c c o u n t  f o r  t h e  s l i g h t  
i n c r e a s e s  o b s e r v e d  i n  y i e l d .  T h i s  s h i f t  m a y  a l s o  c a u s e  a  
m o r e  r a p i d  r e n n e t  c o a g u l a t i o n  w h i c h  r e s u l t s  i n  a  f i r m e r  
c u r d  t h a t  i s  l e s s  l i k e l y  t o  f r a c t u r e  a n d  c a u s e  l o s s  o f  
n i t r o g e n  i n t o  t h e  w h e y ,  t h u s  d e c r e a s i n g  t h e  TE 
c o n c e n t r a t i o n  i n  t h e  w h e y .  A c h a n g e  i n  s o l u b i l i t y  o f  
m i l k  p r o t e i n  d u r i n g  t h e  i n i t i a l  s t o r a g e  p e r i o d  a l s o  m a y  
a c c o u n t  f o r  t h e  i n c r e a s e d  c h e e s e  y i e l d .  A l i  e t  a l .  
( I 9 6 0 )  r e p o r t e d  a ‘d i s s o c i a t i o n  o f  m i c e l l a r  c a s e i n  i n t o  
t h e  s o l u b l e  p h a s e  d u r i n g  t h e  f i r s t  4 8  h  s t o r a g e  a t  4 o r  
7 ° C .
C h e d d a r  c h e e s e  y i e l d  w a s  n o t  a f f e c t e d  w h e n  g r a d e  A 
r a w  m i l k  w a s  s t o r e d  a t  4 o r  7 ° C  u p  t o  6 a n d  4 d ,  
r e s p e c t i v e l y .  A r a p i d  d e c r e a s e  i n  y i e l d  w a s  o b s e r v e d  
w h e n  b a c t e r i a l  c o u n t s  w e r e  g r e a t e r  t h a n  10® C F U / m l .  
D e c r e a s e  i n  y i e l d  w a s  r e l a t e d  t o  i n c r e a s e s  i n  p r o t e o l y s i s  
o f  t h e  r a w  m i l k  a n d  t o  i n c r e a s e s  i n  T C A - s o l u b l e  n i t r o g e n  
i n  w h e y .  B o t h  p H  a n d  p r o t e o l y s i s  o f  t h e  r a w  m i l k
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i n f l u e n c e d  m o i s t u r e  c o n t e n t  o f  c h e e s e .  R e n n e t i n g  t i m e  
i n c r e a s e d  w i t h  i n c r e a s e d  s t o r a g e  t i m e  o f  r a w  m i l k .  
M a j o r i t y  o f  y i e l d  l o s s  o c c u r r e d  w h e n  r a w  m i l k  w a s  h e l d  
m o r e  t h a n  6 d a t  4 ° C  o r  4 d a t  7 ° C .  L o s s  i n  c h e e s e  y i e l d  
w a s  g r e a t e r  f o r  m i l k  s t o r e d  a t  4 ° C  f o r  8 d t h a n  f o r  m i l k  
s t o r e d  a t  7 ° C  f o r  6 d  ( Y a n  e t  a l . ,  1 9 8 3 ) .
Yan e t  a l .  ( 1 9 8 3 )  r e p o r t e d  t h a t  t h e  m o i s t u r e  c o n t e n t  
o f  t h e  e x p e r i m e n t a l  c h e e s e  c u r d  t e n d e d  t o  d e c r e a s e  d u r i n g  
t h e  i n i t i a l  6 d  r a w  m i l k  s t o r a g e  a t  4 ° C  t h e n  m o i s t u r e  
c o n t e n t  i n c r e a s e d  f o r  c h e e s e  m a d e  f r o m  m i l k  s t o r e d  8 d  a t  
7 ° C .  D e c r e a s e s  i n  t h e  m o i s t u r e  c o n t e n t  o f  c h e e s e  
a p p e a r e d  t o  b e  a s s o c i a t e d  w i t h  d e c r e a s e s  i n  t h e  pH o f  r a w  
m i l k  d u r i n g  t h e  i n i t i a l  6 d  o f  s t o r a g e .  A c i d u l a t i o n  o f  
m i l k  c l o s e r  t o  t h e  i s o e l e c t r i c  pH o f  c a s e i n  m i c e l l e s  h a s  
b e e n  r e p o r t e d  t o  i n c r e a s e  t h e  f i r m n e s s  o f  t h e  g l u c o n o -  
d e l t a - 1 a c t o n e  ( GDL)  i n d u c e d  c u r d .  T h i s  i n c r e a s e d  f i r m ­
n e s s  m a y  c a u s e  m o r e  w a t e r  t o  b e  e x p e l l e d  f r o m  t h e  
c o a g u l u m  b e c a u s e  f e w e r  o p e n  s t r u c t u r e s  a r e  f o r m e d  i n  t h e  
c a s e i n  m i c e l l e s .  A l t h o u g h  t h e  pH o f  t h e  m i l k  w a s  s t i l l  
d e c r e a s i n g  a f t e r  8 d ,  t h e  m o i s t u r e  c o n t e n t  i n c r e a s e d  f o r  
c h e e s e  m a d e  f r o m  m i l k  s t o r e d  8 d .  T h e  i n c r e a s e  w a s  
g r e a t e r  f o r  m i l k  s t o r e d  a t  7 ° C .  T h e  i n c r e a s e  i n  m o i s t u r e  
o b t a i n e d  f o r  c h e e s e  m a d e  f r o m  m i l k  s t o r e d  o v e r  6 d  a t  4 
a n d  7 ° C  i n d i c a t e s  t h a t  b e y o n d  a  c e r t a i n  p o i n t  p r o t e o l y s i s  
r a t h e r  t h a n  pH o f  t h e  m i l k  d e t e r m i n e s  t h e  m o i s t u r e  
c o n t e n t  o f  c h e e s e  c u r d .  R a w  m i l k  h e l d  u n d e r  p r o l o n g e d  
s t o r a g e  m a y  u n d e r g o  e x c e s s i v e  p r o t e o l y s i s  w h i c h  i n c r e a s e s
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t h e  w a t e r b i n d i n g  c a p a c i t y  o f  t h e  d e n a t u r e d  m i l k  p r o t e i n s  
i n  t h e  c u r d .  T h e  s o f t - b o d i e d  c u r d  a l s o  m a y  b e  c a u s e d  b y  
i t s  h i g h  m o i s t u r e  c o n t e n t .  T h e  a v e r a g e  m o i s t u r e  c o n t e n t  
o f  t h e  c u r d  o b t a i n e d  i n  t h i s  s t u d y  w a s  h i g h e r  t h a n  t h a t  
o f  c o m m e r c i a l  C h e d d a r  c h e e s e  ( 4 5  v s .  39%) .
A r e p o r t  f r o m  S o u t h  A f r i c a  b y  S w a r t  e t  a l .  ( 1 9 8 3 )  
i n d i c a t e d  t h a t  C h e d d a r  c h e e s e  y i e l d  d e c r e a s e d  a s  c o u n t s  
o f  p s y c h r o t r o p h s  i n  r a w  m i l k  i n c r e a s e d  o n  s t o r a g e .  
C h e e s e  y i e l d  r e d u c t i o n  w a s  c o r r e l a t e d  w i t h  b o t h  l i p i d  a n d  
p r o t e i n  d e g r a d a t i o n .
L a r r y  ( 1 9 8 4 )  r e p o r t e d  t h a t  p r o t e a s e s  e l a b o r a t e d  b y  
p s y c h r o t r o p h i c  b a c t e r i a  a r e  c a p a b l e  o f  d a m a g i n g  t h e  
c a s e i n  m i c e l l e  a n d  c o n s e q u e n t l y  r e d u c i n g  y i e l d  o f  c h e e s e .
P r i m a r y  f a c t o r s  r e l a t e d  t o  p o o r  c h e d d a r  c h e e s e  
y i e l d s  w e r e  l o w  c a s e i n  c o n t e n t  o f  m i l k ,  l o w  r a t i o  o f  
c a s e i n  t o  f a t ,  a n d  e x c e s s i v e  m e c h a n i c a l  b r e a k a g e  o f  
c h e e s e  c u r d  i n  t h e  v a t s  ( B a r b a n o  e t  a l . ,  1 9 8 4 ) .
T h e  e c o n o m i c  l o s s e s  f o r  t h e  d a i r y  i n d u s t r y  d u e  t o  
d e c r e a s e d  c h e e s e  y i e l d  a r e  r e p o r t e d  b y  Y a n  e t  a l .  ( 1 9 8 3 )  
a s  f o l l o w s :  T h e  g r e a t e s t  d o l l a r  l o s s  o c c u r r e d  f o r  t h e
c h e e s e  m a d e  f r o m  m i l k  s t o r e d  a t  7 ° C  f o r  8 d ( $ 5 . 3 2 / 1 0 0  k g  
m i l k ) .  Y i e l d  l o s s  w a s  g r e a t e r  f o r  m i l k  s t o r e d  a t  4 ° C  f o r  
8 d  ( $ 1 . 4 3 / 1 0 0  k g  m i l k )  t h a n  f o r  m i l k  s t o r e d  a t  7 ° C  f o r  6 
d  ( $ 0 . 7 4 / 1 0 0  k g  m i l k ) .  M o s t  o f  t h e  l o s s e s  o c c u r r e d  a f t e r  
t h e  m i l k  h a d  b e e n  s t o r e d  m o r e  t h a n  4 t o  6 d .
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S u r v i v a l  o f  P s y c h r o t r o p h i c  B a c t e r i a  i n  C u l t u r e d  P r o d u c t s  
I n  r e c e n t  y e a r s ,  s e v e r a l  r e p o r t s  h a v e  i m p l i c a t e d  t h e  
d e t r i m e n t a l  e f f e c t s  o f  l a c t i c  c u l t u r e s  o n  p s y c h r o t r o p h s .  
T h e  t e r m  " a n t i b i o s i s "  i s  u s e d  t o  d e s c r i b e  t h e s e  e f f e c t s  
a n d  h a s  b e e n  d e f i n e d  a s  t h e  " a n t a g o n i s t i c  a s s o c i a t i o n  
b e t w e e n  m i c r o o r g a n i s m s  t o  t h e  d e t r i m e n t  o f  o n e  o f  t h e m "  
( B a b e l ,  1 9 7 7 ) .
J u f f s  a n d  B a b e l  ( 1 9 7 5 )  h a v e  s t u d i e d  t h e  i n h i b i t i o n  
o f  p s y c h r o t r o p h s  d u e  t o  t h e  a d d i t i o n  o f  a  v a r i e t y  o f  
c o m m e r c i a l  l a c t i c  c u l t u r e s  t o  m i l k .  T h e y  n o t e d  a  d e c l i n e  
i n  t h e  i n h i b i t i o n  o f  P s e u d o m o n a s  f l u o r e s c e n s  b e t w e e n  48  
a n d  72  h  a t  7 ° C .  F r o m  t h e s e  r e s u l t s ,  t h e y  c o n c l u d e d  t h a t  
a  p s y c h r o t r o p h  m i g h t  b e  a b l e  t o  o v e r c o m e  t h e  i n h i b i t i o n  
a s s o c i a t e d  w i t h  l a c t i c  c u l t u r e s .  I n  t h e  s a m e  s t u d y ,  i t  
w a s  r e v e a l e d  t h a t  t h e  i n h i b i t i o n  o f  p s y c h r o t r o p h s  
r e s u l t e d  i n  a  r e d u c t i o n  o f  g r o w t h  r a t e  r a t h e r  t h a n  t h e  
r e d u c t i o n  o f  i n i t i a l  p s y c h r o t r o p h i c  p o p u l a t i o n s .
G o e l  e t  a l .  ( 1 9 7 1 )  s t u d i e d  t h e  s u r v i v a l  o f  c o l i f o r m  
b a c t e r i a  i n  a  v a r i e t y  o f  c u l t u r e d  p r o d u c t s .  A f t e r  2 4  h  
s t o r a g e  a t  7 ° C ,  r e s u l t s  i n d i c a t e d  a  l a r g e  d e c l i n e  (50% 
r e d u c t i o n )  i n  i n i t i a l  n u m b e r s  o f  E n t e r o b a c t e r  a e r o q e n e s  
a n d  E s c h e r i c h i a  c o l i  i n  y o g u r t ,  b u t t e r m i l k  a n d  s o u r  
c r e a m .  R e s u l t s  f o r  c o t t a g e  c h e e s e ,  i n d i c a t e d  t h e  s a m e  
c o u n t s  r e m a i n e d  f a i r l y  c o n s t a n t  f o r  4 8  h  e v e n  t h o u g h  
i n c r e a s e s  w e r e  n o t e d  i n  t w o  o f  t h e  s a m p l e s  t e s t e d .
S a d o v s k i  e t  a l .  ( 1 9 8 0 )  l a t e r  e x a m i n e d  p s y c h r o t r o p h i c  
g r o w t h  i n  a c u l t u r e d  p r o d u c t .  T h e y  w e r e  u n a b l e  t o
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i s o l a t e  c o m m o n  p s y c h r o t r o p h s  s u c h  a s  P s e u d o m o n a s ,  
A l c a l i q e n e s , A c h r o m o b a c t e r  a n d  F l a v o b a c t e r i u m b u t  d i d  
i s o l a t e  g r a m  n e g a t i v e  r o d s  o f  K l e b s i e l l a . M o r e  r e c e n t l y ,  
W a n g  a n d  F r a n k  ( 1 9 8 1 )  i n v e s t i g a t e d  p s y c h r o t r o p h i c  
b a c t e r i a  i n  c o m m e r c i a l  b u t t e r m i l k  a n d  r e p o r t e d  n u m b e r s  o f  
p s y c h r o t r o p h s  a s  h i g h  a s  8 0 , 0 0 0 / m l  i n  t h e  f i n i s h e d  
p r o d u c t s .  O f  t h e  i s o l a t e s  i d e n t i f i e d ,  59% w e r e  s p e c i e s  
o f  P s e u d o m o n a s .
E f f e c t  o f  P s y c h r o t r o p h i c  B a c t e r i a  o n  C h e d d a r  C h e e s e  
R i p e n i n g
T h e  a c c e l e r a t i o n  o f  f l a v o r  i n  r i p e n e d  C h e d d a r  c h e e s e  
h a s  b e e n  t h e  g o a l  o f  m a n y  i n v e s t i g a t o r s  ( F o r s s  e t  a l . ,  
1 9 6 6 ;  R e i t e r  e t  a l . ,  1 9 6 6 ;  I w a s a k i  e t  a l . ,  1 9 7 3 ) .  
T h e r e f o r e ,  i t  i s  d e s i r a b l e  t o  d e v e l o p  s y s t e m s  t h a t  w i l l  
e n h a n c e  f l a v o r  d e v e l o p m e n t  a n d  d e c r e a s e  s t o r a g e  c o s t  
( M o s k o w i t 2 ,  1 9 8 0 ) .  L o n g  r i p e n i n g  p e r i o d  a d d s  t o  t h e  c o s t  
o f  p r o d u c t i o n  d u e  t o  t h e  i n c r e a s e d  l a b o r  a n d  
r e f r i g e r a t i o n  r e q u i r e m e n t s  w h i c h  i n  t u r n  a f f e c t s  t h e  
r e t a i l  p r i c e  o f  c h e e s e  ( B a r r a q u i o  e t  a l . ,  1 9 8 2 ) .
G r i p o n  e t  a l .  ( 1 9 7 7 )  c o n c l u d e d  t h a t  t h e  a d d i t i o n  o f  
m i c r o b i a l  e n z y m e s  t o  c h e e s e  c u r d s  i s  a  p o t e n t i a l  m e t h o d  
t o  i m p r o v e  q u a l i t y  a n d  a c c e l e r a t e  r i p e n i n g  b y  d e v e l o p i n g  
h i g h e r  s o l u b l e  p r o t e i n  a n d  f r e e  v o l a t i l e  f a t t y  a c i d s .  
T h e  d e v e l o p m e n t  o f  t y p i c a l  f l a v o r  i n  C h e d d a r  c h e e s e  w a s  
a c c e l e r a t e d  b y  t h e  a d d i t i o n  o f  b a c t e r i a l  n e u t r a l  
p r o t e i n a s e  o b t a i n e d  f r o m  B a c i l l u s  s u b t i l i s  t o  t h e  c u r d s ,
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b u t  n o t  b y  t h e  a d d i t i o n  o f  f u n g a l  a c i d  p r o t e i n a s e  w h i c h  
p r o d u c e d  a  b i t t e r  d e f e c t  e v e n  a t  l o w  c o n c e n t r a t i o n s .  
E n z y m e - t r e a t e d  c h e e s e s  w e r e  s o f t e r - b o d i e d  a n d  m o r e  
b r i t t l e  t h a n  u n t r e a t e d  c h e e s e s  o f  t h e  s a m e  a g e  ( L a w  a n d  
W i g m o r e ,  1 9 8 2 ) .  S o o d  a n d  K o s i k o w s k i  ( 1 9 7 9 )  a n d  L a w  
( 1 9 8 0 )  h a v e  s h o w n  t h a t  c o n t r o l l e d  a d d i t i o n s  o f  v e r y  s m a l l  
a m o u n t s  o f  p r o t e i n a s e s  a n d  l i p a s e s  c a n  p r o d u c e  s t r o n g  
f l a v o r  i n  A m e r i c a n  C h e d d a r  c h e e s e  i n  a  r e l a t i v e l y  s h o r t  
t i m e  w i t h o u t  c a u s i n g  f l a v o r  d e f e c t s .  K o s i k o w s k i  a n d  
I w a s a k i  ( 1 9 7 5 )  a d d e d  a  v a r i e t y  o f  c o m m e r c i a l l y  a v a i l a b l e  
l i p a s e s  a n d  p r o t e i n a s e s  t o  C h e d d a r  c h e e s e  c u r d  u s i n g  s a l t  
a s  a  v e h i c l e  o f  a d d i t i o n .  T h e  e n z y m e - c o n t a i n i n g  c h e e s e  
h a d  m o r e  i n t e n s e  f l a v o r  t h a n  c o n t r o l  c h e e s e ,  b u t  t h e  
d e g r e e  o f  f l a v o r  a c c e l e r a t i o n  w a s  n o t  e x p r e s s e d  
q u a n t i t a t i v e l y .  T h e y  a l s o  p o i n t e d  o u t  t h e  u n r e s o l v e d  
p r o b l e m  o f  f l a v o r  b a l a n c e  c r e a t e d  b y  t h e  e n z y m i c  m e t h o d  
f o r  a c c e l e r a t i n g  C h e d d a r  c h e e s e  r i p e n i n g .
A s l i g h t l y  r a n c i d  f l a v o r  i s  s a i d  b y  s o m e  
i n v e s t i g a t o r s  t o  b e  a  n o r m a l  a n d  d e s i r a b l e  c o m p o n e n t  i n  
m a t u r e  c h e e s e  ( K o s i k o w s k i  a n d  I w a s a k i ,  1 9 7 5 ) .  T h e  
p r e s e n c e  o f  p s e u d o m o n a s  l i p a s e ,  c a r r i e d  o v e r  f r o m  s t o r e d  
r a w  m i l k  i n t o  c h e e s e ,  i s  a  w e l l - e s t a b l i s h e d  s o u r c e  o f  
o f f - f l a v o r  a n d  h a s  n e v e r  b e e n  c i t e d  a s  a  s o u r c e  o f  
i m p r o v e m e n t  e v e n  w h e n  p r o g r e s s i v e  r i p e n i n g  w a s  s t u d i e d  
( L a w ,  S h a r p  a n d  C h a p m a n ,  1 9 7 6 ;  C o u s i n  a n d  M a r t h ,  1 9 7 7 ;  
C o g a n , 1 9 7 7 ) .
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T h e  a d d i t i o n  o f  c u l t u r e s  o f  E s c h e r i c h i a  c o l i  t o  m i l k  
d i d  n o t  a f f e c t  p r o t e i n  h y d r o l y s i s  i n  c h e e s e  m a d e  f r o m  
t h i s  m i l k ,  n o r  w e r e  t h e  m i c r o o r g a n i s m s  o f  t h e  c h e e s e  
s u r f a c e  i m p o r t a n t  i n  t h i s  r e s p e c t  ( S t a d h o u d e r s , 1 9 6 0 ) .  
T h e  c o n t a m i n a t i n g  f l o r a  o f  c h e e s e  ( E . - c o l i  a n d  P £ .  
f l u o r e s c e n s ) , w h i c h  d u r i n g  p r o c e s s i n g  o f  r a w  m i l k  i s  
n o r m a l l y  c h a r a c t e r i z e d  b y  t h e  r a w  m i l k  f l o r a  o f  t h e  
c h e e s e  m i l k ,  s i g n i f i c a n t l y  i n f l u e n c e s  t h e  c h e e s e  
r i p e n i n g ,  e s p e c i a l l y  t h e  p r o t e o l y s i s .  M a i n l y  c o n c e r n e d  
i s  t h e  d e g r a d a t i o n  o f  p - c a s e i n  ( G a l l m a n n  e t  a l . ,  1 9 8 2 ) .
I t  m a y  b e  e x p e c t e d  t h a t  i n c r e a s i n g  t h e  p o p u l a t i o n  o f  
s t a r t e r  s t r e p t o c o c c i  i n  c h e e s e  w o u l d  a c c e l e r a t e  t h e  
r i p e n i n g  p r o c e s s .  H o w e v e r ,  h i g h  v i a b l e  s t a r t e r  
p o p u l a t i o n s  i n  c h e d d a r  c u r d  a r e  r e p o r t e d  t o  p r o d u c e  l e s s  
i n t e n s e  t y p i c a l  f l a v o r  a n d  a  h i g h  i n c i d e n c e  o f  b i t t e r n e s s  
s u b s e q u e n t l y  i n  c h e e s e  ( L o w r i e ,  L a w r e n c e  a n d  P e b e r d y ,  
1 9 7 4 ) .
F l a v o r  C o m p o u n d s  i n  C h e d d a r  C h e e s e
A l t h o u g h  r e s e a r c h  o n  c h e e s e  f l a v o r  h a s  b e e n  g o i n g  o n  
f o r  m o r e  t h a n  6 0  y e a r s ,  t h e  c h e m i c a l  i d e n t i t y  o f  t h e  
c o m p o n e n t s  o f  t h e  C h e d d a r  f l a v o r  r e m a i n s  u n k n o w n  ( R e i t e r  
e t  a l . ,  1 9 6 6 ) .  T h i s  l a c k  o f  p r o g r e s s  w a s  m a i n l y  a  
c o n s e q u e n c e  o f  t h e  c o m p l e x i t y  a n d  v a r i a b i l i t y  o f  t h e  r a w  
m a t e r i a l  s i n c e  i t  w a s  n o t  e v e n  p o s s i b l e  t o  d e f i n e  t h e  
i n d i v i d u a l  c o n t r i b u t i o n s  m a d e  b y  t h e  c h e m i c a l  c o m p o s i t i o n  
o f  t h e  m i l k ,  t h e  e n z y m e s  o f  t h e  m i l k ,  t h e  r e n n e t  a n d
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b a c t e r i a l  f l o r a .  T h e  c h e m i c a l  c o m p o s i t i o n  o f  t h e  m i l k  
a n d  p a r t i c u l a r l y  o f  t h e  m i l k  f a t  v a r i e s  a c c o r d i n g  t o  
b r e e d ,  i n d i v i d u a l ,  h e a l t h  o f  t h e  a n i m a l ,  l a c t a t i o n ,  f e e d  
a n d  s e a s o n  ( H a n s e n  a n d  S h o r l a n d ,  1 9 5 2 ;  J a c k  a n d  S m i t h ,  
1 9 5 6 ;  K e e n e y ,  1 9 5 6 ;  R o o k ,  1 9 5 9 ;  B r o w n ,  S t u l l  a n d  S t o t t ,  
1 9 6 2 ;  G a r t o n ,  1 9 6 3 ;  H a w k e ,  1 9 6 3 ;  B o t t m a n ,  H o s c h k i s s  a n d  
H a m m o n d ,  1 9 6 5 ;  S t u l l  a n d  B r o w n ,  1 9 6 4 ,  1 9 6 5 ;  S t o r r y  a n d  
R o o k ,  1 9 6 5 ) .  W h i l e  t h e  c o m p o n e n t s  o f  c h e e s e  f l a v o r  c a n  
n o t  b e  d e f i n e d ,  i t  i s  g e n e r a l l y  r e c o g n i z e d  t h a t  i t s  
d e v e l o p m e n t  d e p e n d s  o n  t h r e e  e n z y m a t i c  p r o c e s s e s ;  
g l y c o l y s i s ,  p r o t e o l y s i s  a n d  l i p o l y s i s  ( R e i t e r  e t  a l . ,  
1 9 6 6 ) .
M u l d e r  ( 1 9 5 2 )  p r o p o s e d  w h a t  i s  n o w  k n o w n  a s  t h e  
C o m p o n e n t  B a l a n c e  T h e o r y .  T h i s  t h e o r y  s u g g e s t e d  t h a t  
C h e d d a r  f l a v o r  w a s  m a d e  u p  o f  a  b a l a n c e  o f  f l a v o r s  c o n ­
t r i b u t e d  b y  a  n u m b e r  o f  d i f f e r e n t  c o m p o u n d s .  W h e n  t h e  
b a l a n c e  w a s  u p s e t  b y  a n  e x c e s s  o r  l a c k  o f  o n e  o r  m o r e  o f  
t h e  c o m p o n e n t  c o m p o u n d s ,  a t y p i c a l  f l a v o r  w a s  p r o d u c e d .  
As  t h e  c h e e s e  r i p e n s ,  f l a v o r  d e v e l o p s  a s  i t  i s  d u r i n g  t h e  
r i p e n i n g  p r o c e s s  t h a t  m i l k  p r o t e i n s ,  f a t  a n d  l a c t o s e  a r e  
s u b j e c t e d  t o  m u l t i p l e  p h y s i c a l ,  c h e m i c a l  a n d  s e n s o r y  
c h a n g e s  t h r o u g h  t h e  a c t i o n  o f  r e n n e t  a n d  m i c r o o r g a n i s m s  
( B e h n k e ,  1 9 8 0 ) .
A c o n s i d e r a t i o n  o f  t h e  l i t e r a t u r e  f r o m  t h e  l a s t  
t w e n t y - f i v e  y e a r s  s h o w s  t h a t  s o p h i s t i c a t e d  a n a l y t i c a l  
t e c h n i q u e s  ( c h i e f l y  GC a n d  MS) h a v e  r e v e a l e d  t h e  p r e s e n c e
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o f  a  w i d e  r a n g e  o f  p o t e n t i a 1 1 y  f 1 a v o r f u 1 c o m p o u n d s  i n  
c h e e s e s .  T h e s e  i n c l u d e  t h e  f o l l o w i n g  c a t e g o r i e s :  v o l a ­
t i l e  a n d  n o n v o l a t i l e  f a t t y  a c i d s ,  a l c o h o l s ,  e s t e r s ,  l a c ­
t o n e s ,  k e t o n e s ,  a l d e h y d e s ,  h y d r o c a r b o n s ,  p y r a z i n e s ,  
p e p t i d e s ,  a m i n o  a c i d s ,  a m i n e s  a n d  s u l p h u r  c o m p o u n d s  ( L a w ,  
1 9 8 2 } .
T h e  m a j o r  f l a v o r  c o m p o u n d s  f o r m e d  i n  C h e d d a r  c h e e s e  
f r o m  f e r m e n t a t i o n  a r e  l a c t i c  a c i d ,  d i a c e t y l  a n d  a c e t i c  
a c i d ,  w h i l e  f r o m  m a t u r a t i o n  a r e  a m i n o  a c i d s ,  a m i n e s ,  
v o l a t i l e  f a t t y  a c i d s ,  p e n t a n o n e ,  h y d r o g e n  s u l p h i d e  a n d  
m e t h a n e t h i o l  ( L a w ,  1 9 8 2 ) .  T h e  s u b s e q u e n t  d e v e l o p m e n t  o f  
d i s t i n c t i v e  f l a v o r s  d e p e n d s  o n  a  v a r i e t y  o f  f a c t o r s  
i n c l u d i n g  t h e  m o i s t u r e  l e v e l ,  m e t h o d  a n d  e x t e n t  o f  
s a l t i n g ,  d e v e l o p e d  a c i d i t y ,  a n d  c o m p l e x i t y  o f  t h e  
s e c o n d a r y  m i c r o f l o r a  ( L a w ,  1 9 8 2 ) .
T h e  f l a v o r  o f  v e r y  y o u n g  C h e d d a r  c h e e s e  i s  s i m i l a r  
t o  t h a t  o f  o t h e r  i n t e r n a l l y - s a l t e d  v a r i e t i e s  m a d e  w i t h  
m e s o p h i l i c  s t a r t e r s ;  i t  c a n  b e  d e s c r i b e d  a s  a c i d ,  
s l i g h t l y  b u t t e r y  a n d  s a l t y .  T h e  f l a v o r  c o m p o u n d s  a t  t h i s  
s t a g e  o f  m a n u f a c t u r e  a r e  l a r g e l y  d e r i v e d  f r o m  t h e  
c a r b o h y d r a t e  f e r m e n t a t i o n  o f  t h e  s t a r t e r  s t r e p t o c o c c i ;  
t h e s e  o r g a n i s m s  a r e  r e g a r d e d  b y  t a x o n o m i s t s  a s  
h o m o f e r m e n t a t i v e  w i t h  l a c t o s e  a s  t h e y  p r o d u c e  m a i n l y  
l a c t i c  a c i d .  H o w e v e r ,  t h e y  d o  p o s s e s s  a l t e r n a t i v e  
p a t h w a y s  o f  p y r u v a t e  m e t a b o l i s m  w h i c h  a r e  e x p r e s s e d  i n  
t h e  c h e e s e  v a t  t o  a  d e g r e e  w h i c h  a l l o w s  p r o d u c t i o n  o f
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a c e t i c  a c i d ,  e t h a n o l  a n d  a c e t a l d e h y d e  ( L a w ,  1 9 8 1  a n d  
1 9 8 2 ) .  T h e  i m p o r t a n c e  o f  t h e s e  p a t h w a y s  w a s  d e m o n s t r a t e d  
b y  C z u l a k  a n d  c o w o r k e r s  ( 1 9 7 4 )  w h o  s h o w e d  t h a t  p y r u v a t e  
d e h y d r o g e n a s e  a c t i v i t y  ( a  k e y  s t e p  i n  d i v e r t i n g  p y r u v a t e  
t o  t h e  f l a v o r f u l  m e t a b o l i t e s )  i n  s t a r t e r  s t r e p t o c o c c i  w a s  
i n h i b i t e d  i n  c h e e s e  m a d e  w i t h  m i l k  c o n t a i n i n g  h i g h  l e v e l s  
o f  p o l y u n s a t u r a t e d  f a t .  T h e  c h e e s e s  w e r e  l o w  i n  a c e t a t e ,  
a c e t a l d e h y d e  a n d  d i a c e t y l , a n d  h a d  r a t h e r  b l a n d  f l a v o r .
T h e  i m p o r t a n t  r o l e  o f  d i a c e t y l  i n  C h e d d a r  f l a v o r  
a r o m a  i s  s u p p o r t e d  b y  t h e  a n a l y t i c a l  w o r k  o f  M a n n i n g  a n d  
R o b i n s o n  ( 1 9 7 3 )  w h o  i d e n t i f i e d  i t  a s  o n e  o f  e i g h t  
c o m p o u n d s  w h i c h  c o n t r i b u t e d  t o  t y p a l  a r o m a  i n  l o w - b o i l i n g  
C h e d d a r  c h e e s e  d i s t i l l a t e s .
B a c t e r i a l  g r o w t h  i n  t h e  C h e d d a r  c h e e s e  i s  l i m i t e d  b y  
t h e  c o n d i t i o n s  o f  a c i d i t y ,  s a l t  c o n c e n t r a t i o n  a n d  r e d o x  
p o t e n t i a l  s o  t h a t  f u l l ,  m a t u r e  f l a v o r  m a y  t a k e  u p  t o  1 2  
mo t o  d e v e l o p  ( L a w ,  1 9 8 2 ) .
N o n e  o f  t h e  v o l a t i l e  s u l p h u r  c o m p o u n d s  ( h y d r o g e n  
s u l p h i d e ,  c a r b o n y l  s u l p h i d e ,  m e t h a n e t h i o l  a n d  d i m e t h y l  
s u l p h i d e )  w a s  c o n s i d e r e d  t o  b e  u s e f u l  a s  a  r e l i a b l e  i n d i ­
c a t o r  o f  f l a v o r  d e v e l o p m e n t  i n  C h e d d a r  c h e e s e  ( A s t o n  e t  
a l . ,  1 9 8 3 ) .
I m p o r t a n c e  o f  G l y c o l y s i s  t o  T y p i c a l  C h e d d a r  C h e e s e  F l a v o r  
T h e  s t a r t e r  s t r e p t o c o c c i  a d d e d  t o  t h e  c h e e s e m i l k  
f e r m e n t  t h e  m i l k  l a c t o s e  r a p i d l y  d u r i n g  t h e  m a k i n g  o f  t h e  
c u r d  a n d  t h i s  c o n t i n u e s  i n  t h e  y o u n g  c h e e s e .  S u z u k i ,
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H a s t i n g s  a n d  H a r t  ( 1 9 0 9 )  h a d  a l r e a d y  s h o w n  t h a t  t h e  
l a c t i c  a c i d  c o n t e n t  o f  c h e e s e  i n c r e a s e s  u p  t o  3 . 5  m o  o f  
m a t u r a t i o n ,  b y  w h i c h  t i m e  m o s t  o f  t h e  s t r e p t o c o c c i  h a v e  
d i e d  o u t  ( D a w s o n  a n d  F e e g a n ,  1 9 5 7 ;  P e r r y ,  1 9 6 1 ) .  M a b b i t t  
a n d  Z i e l i n s k a  ( 1 9 5 6 )  d e m o n s t r a t e d  t h e  p r e s e n c e  o f  b o t h  
l a c t o s e  a n d  g a l a c t o s e  i n  t h e  e x p r e s s e d  j u i c e  o f  m a t u r e  
c h e e s e ,  a n d  M a b b i t t  ( 1 9 6 1 )  s u g g e s t e d  l a t e r  t h a t  t h e s e  a n d  
o t h e r  s u g a r s  c o u l d  b e  r e l e a s e d  e i t h e r  d u r i n g  t h e  
b r e a k d o w n  o f  t h e  c a r b o h y d r a t e s  a s s o c i a t e d  w i t h  m i l k  
p r o t e i n s  o r  b y  l y s i s  o f  t h e  s t r e p t o c o c c a l  c e l l  w a l l s  
a f t e r  d e a t h .  A c a r b o h y d r a t e  s o u r c e  i s  t h u s  a v a i l a b l e  f o r  
t h e  l a c t o b a c i l l i ,  w h i c h  r e a c h  t h e i r  h i g h e s t  n u m b e r s  a f t e r  
t h e  s t r e p t o c o c c i  ( N a y l o r  a n d  S h a r p e ,  1 9 5 8 ;  J o h n s  a n d  
C o l e ,  1 9 5 9 ) .  I n  a d d i t i o n  t o  l a c t i c  a c i d ,  t h e  h o m o f e r m e n -  
t a t i v e  l a c t i c  a c i d  b a c t e r i a  p r o d u c e  s m a l l  a m o u n t s  o f  
a c e t i c  a c i d ,  a l c o h o l ,  g l y c e r o l ,  c a r b o n  d i o x i d e ,  h y d r o g e n  
s u l p h i d e ,  d i a c e t y l ,  a c e t o i n  a n d  2 - 3 - b u t a n e d i o l . Y o u n g  
C h e d d a r  c h e e s e  h a s  a  f r e s h  l a c t i c  a r o m a ,  o f t e n  s l i g h t l y  
b u t t e r y ,  p r o b a b l y  d u e  t o  d i a c e t y l .  I t s  t a s t e  i s  s l i g h t l y  
s o u r  a n d  r a t h e r  b l a n d ,  a n d  t h e  s a l t  a d d e d  t o  t h e  c u r d  c a n  
s t i l l  b e  t a s t e d .  T h e  s a l t i n e s s ,  a s  i n  t h e  c a s e  o f  b r e a d ,  
i s  n e c e s s a r y  a s  a b a c k g r o u n d  b u t  i t  s h o u l d  n o t  b e  o b v i o u s  
i n  a  m a t u r e  c h e e s e .  E x c e s s i v e  n u m b e r s  o f  c o l i - a e r o g e n e s  
o r  o t h e r  h e t e r o f e r m e n t a t i v e  b a c t e r i a  a r e  l i k e l y  t o  
p r o d u c e  s t r o n g  o f f  f l a v o r s  i n  t h e  y o u n g  c h e e s e ,  a n d  i t  i s
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p o s s i b l e  t o  d e t e c t  d i f f e r e n c e s  i n  f l a v o r  b e t w e e n  y o u n g  
c h e e s e  m a d e  w i t h  p u r e  s t r a i n s  o f  h o m o f e r m e n t a t i v e  
s t r e p t o c o c c i  a n d  t h o s e  m a d e  w i t h  c o m m e r c i a l  m i x e d  s t r a i n  
s t a r t e r s .  E x p e r i m e n t a l  c h e e s e s  m a d e  w i t h  S t r e p t o c o c c u s  
c r e mo r i s  u n d e r  a s e p t i c  c o n d i t i o n s  h a v e  b e e n  f o u n d ,  f o r  
i n s t a n c e ,  t o  c o n t a i n  a p p r e c i a b l y  l e s s  a c e t i c  a c i d  a n d  
f r e e  f a t t y  a c i d s  o f  c a r b o n  c h a i n  l e n g t h  > 4  t h a n  c h e e s e s  
m a d e  w i t h  a  c o m m e r c i a l  s t a r t e r  ( R e i t e r  e t  a l . ,  1 9 6 6 ) .
I m p o r t a n c e  o f  F r e e  F a t t y  A c i d s  ( FFA)  t o  T y p i c a l  C h e d d a r  
C h e e s e  A r o m a / F l a v o r
T h e  f r e e  f a t t y  a c i d s  i n  c h e e s e  a r e  d e r i v e d  f r o m  t w o  
m a j o r  s o u r c e s :  ( 1 ) b r e a k d o w n  o f  t h e  f a t  b y  l i p o l y s i s  a n d
{ 2 } m e t a b o l i s m  o f  c a r b o h y d r a t e s  a n d  a m i n o  a c i d s  b y  b a c ­
t e r i a .  T h e  b u l k  o f  e v i d e n c e  i n d i c a t e s  t h a t  l i p o l y s i s  i s  
t h e  p r i n c i p a l  c o n t r i b u t o r  o f  f r e e  f a t t y  a c i d s  o f  c h a i n  
l e n g t h  C 4 o r  g r e a t e r  ( F o d a  e t  a l . ,  1 9 7 4 ;  D u l l e y  a n d  
G r i e v e ,  1 9 7 4 ) .  M i l k  l i p a s e s  h a v e  b e e n  s h o w n  t o  b e  m o r e  
a c t i v e  t h a n  s t a r t e r  l i p a s e s  i n  C h e d d a r  ( R e i t e r  a n d  
S h a r p e ,  1 9 7 1 ) .  T h e y  s e e m  t o  h y d r o l y z e  t h e  f a t  
s e l e c t i v e l y  a n d  t o  b e  a b l e  t o  a t t a c k  t r i g l y c e r i d e s ,  w h i l e  
l a c t i c  s t r e p t o c o c c i  l i p a s e s  s e e m  t o  b e  a c t i v e  m a i n l y  o n  
m o n o -  a n d  d i g l y c e r i d e s  ( S t a d h o u d e r s  a n d  V e r i n g a ,  1 9 7 3 ) .
P a t t o n  ( 1 9 6 3 )  c l a i m e d  t h a t  v o l a t i l e  f a t t y  a c i d s  (C2 ~ 
Cg) w e r e  t h e  " b a c k b o n e ” o f  C h e d d a r  a r o m a  b e c a u s e  b l o c k i n g  
a g e n t s  f o r  c a r b o x y l i c  f u n c t i o n a l  g r o u p s  i m p a i r e d  t h e  
a r o m a  o f  c h e e s e  f a t  d i s t i l l a t e s .  H o w e v e r ,  M a n n i n g  a n d
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P r i c e  ( 1 9 7 7 )  a r g u e d  t h a t  s i d e - r e a c t i o n s  c o u l d  h a v e  
o c c u r r e d  i n  t h e s e  e x p e r i m e n t s  w h i c h  w o u l d  l e a v e  t h e  
r e s u l t s  o p e n  t o  d i f f e r e n t  i n t e r p r e t a t i o n s .  T h e s e  
i n v e s t i g a t o r s  s h o w e d  t h a t  t h e  r e m o v a l  o f  v o l a t i l e  f a t t y  
a c i d s  f r o m  C h e d d a r  c h e e s e  h e a d  s p a c e  d i d  n o t  a f f e c t  i t s  
a r o m a  a t  a l l  a n d  c o n c l u d e d  t h a t  t h e s e  a c i d s  w e r e  o n l y  
i m p o r t a n t  i n  t h e  b a c k g r o u n d  t a s t e  o f  t h e  c h e e s e .  F u r t h e r  
e v i d e n c e  a g a i n s t  t h e  i m p o r t a n c e  o f  f a t t y  a c i d s  c o m e s  f r o m  
t h e  a n a l y s i s  o f  N e w Z e a l a n d  C h e d d a r s  o f  w h i c h  2 3  o f  41  
c o n t a i n e d  n o  a c i d s  h i g h e r  t h a n  ( L a w r e n c e ,  1 9 6 7 ) .
N a k a e  a n d  E l l i o t t  ( 1 9 6 5 )  d e m o n s t r a t e d  t h a t  t h e  FFA 
f r o m  a c e t i c  t o  c a p r o i c  w e r e  p r o d u c e d  f r o m  c a s e i n  
h y d r o l y s a t e s  b y  l a c t i c  a c i d  b a c t e r i a .  O h r e n  a n d  T u c k e y
( 1 9 6 9 )  f o u n d  t h a t  C h e d d a r  c h e e s e  c o n t a i n i n g  c e r t a i n  
l e v e l s  o f  a c e t a t e  a n d  f r e e  f a t t y  a c i d s  a n d  w h o s e  a c e t a t e  
t o  f a t t y  a c i d  r a t i o  w a s  b e t w e e n  s p e c i f i e d  l i m i t s ,  
d e v e l o p e d  g o o d  f l a v o r  a f t e r  1 8 0  d  r i p e n i n g .  T h i s  
o b s e r v a t i o n  c o u l d  n o t  b e  c o n f i r m e d  b y  R e i t e r  a n d  S h a r p e  
( 1 9 7 1 ) .  A c e t i c  a c i d  c a n  b e  p r o d u c e d  f r o m  c i t r a t e ,  l a c ­
t o s e  a n d  a m i n o  a c i d s  ( F r y e r ,  1 9 6 9 ) .  F a r r e r  a n d  W e e k s
( 1 9 7 0 )  a t t r i b u t e d  C h e d d a r  c h e e s e  f l a v o r  t o  o n e  o r  m o r e  o f  
t h e  f o l l o w i n g  c o m p o u n d s :  a c e t i c ,  b u t y r i c ,  c a p r o i c ,  
c a p r i c  a c i d s ,  m e t h i o n a l ,  3 - m e r c a p t o p r o p i o n i c  a c i d .  T h e  
f r e e  f a t t y  a c i d s  b u t y r i c ,  c a p r o i c ,  c a p r y l i c  a n d  c a p r i c  
w e r e  i n c l u d e d  i n  a  p a t e n t  s p e c i f i c a t i o n  s u b m i t t e d  b y  
H e n n i n g  ( 1 9 7 0 )  w h i c h  w a s  c l a i m e d  t o  i m p a r t  C h e d d a r  c h e e s e
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f l a v o r  t o  f o o d s t u f f s .  S i n g h  a n d  K r o s t o f f e r s e n  ( 1 9 7 0 )  a n d  
F o r s s  ( 1 9 7 1 )  c o n c l u d e d  t h a t  t h e  f r e e  f a t t y  a c i d s  w e r e  
i m p o r t a n t  t o  C h e d d a r  c h e e s e  f l a v o r ,  w h i l e  S i n g h  a n d  
K r i s t o f f e r s e n  ( 1 9 7 1 ) ,  G r a y  a n d  W a l k e r  ( 1 9 7 2 ) ,  L a w ,  
C a s t a n o n  a n d  S h a r p e  ( 1 9 7 6 ) ,  a n d  L a w  a n d  S h a r p e  ( 1 9 7 7 )  
f o u n d  n o  r e l a t i o n s h i p .
T h e  n o r m a l  l e v e l s  o f  f a t t y  a c i d s  f o u n d  i n  c h e e s e  
( a p p r o x i m a t e l y  5 0 0  p p m )  r e p r e s e n t  a m o u n t s  w e l l  a b o v e  
t y p i c a l  f l a v o r  a n d  a r o m a  t h r e s h o l d s ,  r a n g i n g  f r o m  . 3 - 1 0 0  
p p m  ( B a l d w i n  e t  a l . ,  1 9 7 3 )  s o  t h a t  t h e y  w o u l d  b e  e x p e c t e d  
t o  c o n t r i b u t e  t o  t h e  o v e r a l l  o r g a n o l e p t i c  q u a l i t i e s  o f  
c h e d d a r  c h e e s e .  H o w e v e r ,  c l a i m s  t h a t  f a t t y  a c i d s  a r e  
i m p o r t a n t  b e c a u s e  l o w - f a t  o r  f a t - f r e e  c h e e s e s  d o  n o t  
d e v e l o p  f l a v o r  ( O h r e n  a n d  T u c k e y ,  1 9 6 9 }  a r e  
o v e r s i m p l i s t i c  s i n c e  d e v i a t i o n s  f r o m  a n  o p t i m u m  f a t  
p e r c e n t a g e  i n  t h e  p r o d u c t  a l t e r s  i t s  c h a r a c t e r i s t i c s  
m a r k e d l y  a n d  m a y  h a v e  i n d i r e c t  e f f e c t s  o n  f l a v o r  
r e t e n t i o n  a n d  p e r c e p t i o n .  F a t - f r e e  " C h e d d a r "  i s  s o  
u n l i k e  n o r m a l  C h e d d a r  a s  t o  b e  i r r e l e v a n t  t o  t h e  
d i s c u s s i o n .  I t  h a s  b e e n  w e l l  d o c u m e n t e d  t h a t  s k i m  m i l k  
c h e e s e  h a s  c o n s i d e r a b l y  l o w e r  l e v e l s  o f  f r e e  f a t t y  a c i d s  
t h a n  n o r m a l  c h e e s e  ( O h r e n  a n d  T u c k e y ,  1 9 5 6 ;  D e a n e ,  1 9 7 2 ;  
D e a n e  a n d  D o l a n ,  1 9 7 3 ;  F o d a  e t  a l . ,  1 9 7 4 ;  D u l l e y  a n d  
G r i e v e , 1 9 7 4 ) .
A m o u n t s  o f  v o l a t i l e  f a t t y  a c i d s  o t h e r  t h a n  a c e t i c  
i n c r e a s e  d u r i n g  C h e d d a r  c h e e s e  m a t u r a t i o n  d u e  t o  t h e  w e a k
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e s t e r a s e  a n d  l i p a s e  a c t i v i t i e s  o f  t h e  m i l k  f l o r a  a n d  t h e  
s t a r t e r  b a c t e r i a  ( S t a d h o u d e r s  a n d  V e r i n g a ,  1 9 7 3 ) .  
A l t h o u g h  t h e s e  v o l a t i l e  f a t t y  a c i d s  a r e  i n c l u d e d  i n  m a n y  
s y n t h e t i c  c h e e s e  f l a v o r  f o r m u l a t i o n s  ( H e n n i n g ,  1 9 7 0  a n d  
N e y  e t  a l . ,  1 9 7 2 ) ,  e v i d e n c e  f o r  t h e i r  c o n t r i b u t i o n  t o  
t y p i c a l  C h e d d a r  c h e e s e  a r o m a / f l a v o r  i s  e q u i v o c a l  a n d  
c o n t r a d i c t o r y .  A c e t i c  a c i d  h a s  a  l e s s  c l e a r  f u n c t i o n  
s i n c e  i t s  c o n c e n t r a t i o n  c a n  v a r y  c o n s i d e r a b l y  b e t w e e n  
c h e e s e s  w i t h o u t  c o n c o m i t a n t  v a r i a b i l i t y  i n  t h e  q u a l i t y  o r  
i n t e n s i t y  o f  t y p i c a l  f l a v o r  ( L a w ,  C a s t a n o n  a n d  S h a r p e ,  
1 9 7 6 ) .  I t  p r o b a b l y  a d d s  t o  t h e  s h a r p  m o u t h f e e l  o f  c h e e s e  
c o n f e r r e d  b y  t h e  h i g h  l a c t i c  a c i d  c o n c e n t r a t i o n ,  b u t  
o v e r p r o d u c t i o n  o f  a c e t i c  a c i d  c a n  l e a d  t o  v i n e g a r - l i k e  
o f f - f l a v o r s .  C l a i m s  t h a t  r a t i o s  o f  a c e t i c  a c i d  t o  o t h e r  
f a t t y  a c i d s  a r e  i m p o r t a n t  d e t e r m i n a n t s  o f  C h e d d a r  f l a v o r  
( O h r e n  a n d  T u c k e y ,  1 9 6 9 )  h a v e  n o t  b e e n  c o n f i r m e d  ( L a w ,  
C a s t a n o n  a n d  S h a r p e ,  1 9 7 6 ) .
G e n e r a l l y ,  f r e e  f a t t y  a c i d s  h a v e  b e e n  a c k n o w l e d g e d  
t o  c o n t r i b u t e  c h e e s i n e s s  i n  C h e d d a r  f l a v o r  ( F o r s s ,  1 9 7 9 ) .  
S t u d i e s  w i t h  e n z y m e - m o d i f i e d  c h e e s e  s u g g e s t  t h a t  
i n c r e a s e d  f r e e  v o l a t i l e  f a t t y  a c i d s  i n  l i p a s e - t r e a t e d  
A m e r i c a n  C h e d d a r  i n c r e a s e  i t s  f l a v o r  i n t e n s i t y ,  p r o v i d e d  
t h a t  h i g h  r a n c i d i t y - i n d u c i n g  l i p a s e  l e v e l s  a r e  a v o i d e d  
( K o s i k o w s k i  a n d  I w a s a k i ,  1 9 7 5 ;  S o o d  a n d  K o s i k o w s k i , 
1 9 7 9 ) .  H a r p e r ,  W a n g  a n d  K r i s t o f f e r s e n  ( 1 9 7 9 )  s h o w e d  t h a t  
f r e e  f a t t y  a c i d s  f r o m  C ^  t o  C ^ q w e r e  p r o d u c e d  i n
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v e g e t a b l e  f a t  m o d i f i e d  C h e d d a r  c h e e s e ,  b u t  t h e i r  l e v e l s  
w e r e  s i g n i f i c a n t l y  l o w e r  t h a n  t h o s e  i n  t h e  m i l k  f a t  
c h e e s e s .  C h e d d a r  c h e e s e  m a n u f a c t u r e d  w i t h  v e g e t a b l e  o r  
m i n e r a l  l i p i d s  a p p e a r s  n o t  t o  d e v e l o p  c h a r a c t e r i s t i c  
f l a v o r  ( F o d a  e t  a l . ,  1 9 7 4 ;  H a r p e r ,  W a n g  a n d  
K r i s t o f f e r s e n , 1 9 7 9 ) .
F a t  p l a y s  a  v e r y  i m p o r t a n t  r o l e  i n  t h e  d e v e l o p m e n t  
o f  a  g o o d  t e x t u r e #  a n d  i t  i s  w e l l  k n o w n  t h a t  a  h i g h e r  f a t  
c o n t e n t  l e a d s  t o  a  l e s s  f i r m  a n d  e l a s t i c  b o d y .  T h e s e  
d i f f e r e n c e s  c a n  b e  e x p l a i n e d  b y  t h e  p r e s e n c e  o f  m o r e  
p r o t e i n  m a t r i x  i n  t h e  c h e e s e  ( E mm o n s  e t  a l . ,  1 9 8 0 ) .
N a t i v e  m i l k  l i p a s e ,  m i c r o b i a l  l i p a s e s ,  a n d  l i p a s e s  
o r i g i n a t i n g  f r o m  s o m a t i c  c e l l s  o r  b l o o d  p l a s m a  c a n  
h y d r o l y z e  t r i g l y c e r i d e s  o f  m i l k  f a t  t o  r e l e a s e  FFA 
( D o w n e y ,  1 9 8 0 ;  J u r c z a k  e t  a l . ,  1 9 8 1 ) .  A c t i v i t y  o f  
m i c r o b i a l  l i p a s e s  i s  t h e  p r e d o m i n a n t  s o u r c e  o f  e x c e s s i v e  
l i p o l y s i s  i n  c h e e s e  ( K u z d z a l - S a v o i e ,  1 9 8 0 ) .  
P s y c h r o t r o p h i c  b a c t e r i a  t h a t  p o s s e s s  h e a t  s t a b l e  l i p a s e s  
a r e  a l s o  p o t e n t i a l  c o n t r i b u t o r s  t o  f r e e  f a t t y  a c i d  
p r o d u c t i o n  d u r i n g  c h e e s e  r i p e n i n g  ( D e e t h  a n d  F i t z - G e r a l d ,  
1 9 7 5 ;  L a w ,  S h a r p  a n d  C h a p m a n ,  1 9 7 6 ) .  F l u c k i g e r  ( 1 9 8 1 )  
r e p o r t e d  t h a t  b o t h  l o n g e r  m i l k  s t o r a g e  t i m e s  a n d  
i n c r e a s e d  u s e  o f  l a r g e  r e f r i g e r a t e d  s i l o s  t h a t  a r e  
a g i t a t e d  b y  a i r  i n j e c t i o n  p r o m o t e  g r o w t h  o f  a e r o b i c  
p s y c h r o t r o p h i c  b a c t e r i a  i n  r a w  m i l k .  C o g a n  ( 1 9 8 0 )  
r e v i e w e d  s e v e r a l  s t u d i e s  t h a t  d i s c u s s e d  t h e  d e t e r i o r a t i v e
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e f f e c t  o f  h e a t - r e s i s t a n t  m i c r o b i a l  l i p a s e s  o n  c h e e s e  
q u a l i t y  a n d  h e  f o u n d  t h a t  p s y c h r o t r o p h i c  b a c t e r i a  p r o d u c e  
m o s t  o f  t h e  h e a t - r e s i s t a n t  m i c r o b i a l  l i p a s e s .
A l t h o u g h  f r e e  f a t t y  a c i d s  ( F F A )  h a v e  b e e n  
e s t a b l i s h e d  a s  i m p o r t a n t  f l a v o r  c o m p o u n d s  i n  s e v e r a l  o f  
t h e  a g e d  c h e e s e  v a r i e t i e s  w i t h  m o r e  p r o n o u n c e d  f l a v o r s ,  
o n l y  l i m i t e d  n u m b e r s  o f  s t u d i e s  d e a l i n g  w i t h  t h e  
d e f i n i t i v e  q u a n t i t a t i v e  a s p e c t s  o f  F F A  i n  c h e e s e s  h a v e  
a p p e a r e d .  T h e  a b s e n c e  o f  a n  a c c u r a t e ,  r o u t i n e  a n a l y t i c a l  
m e t h o d  f o r  q u a n t i f i c a t i o n  o f  i n d i v i d u a l  m a j o r  F F A  i n  
c h e e s e s  h a s  h a m p e r e d  p r o g r e s s  o f  d e f i n i t i o n  o f  t h e  r o l e  
o f  F F A  i n  c h e e s e s  ( A s t o n  e t  a l . ,  1 9 8 2 ) .  S o m e  a p p a r e n t l y  
f i n e - f l a v o r e d  C h e d d a r  c h e e s e s  h a v e  l o w  c o n c e n t r a t i o n  o f  
t h e  s h o r t - c h a i n  FFA (Woo e t  a l . ,  1 9 8 2 ) .  F r e e  f a t t y  a c i d s  
d e r i v e d  f r o m  m i l k  f a t  a r e  g e n e r a l l y  b e l i e v e d  t o  
c o n t r i b u t e  t o  t h e  f l a v o r  o f  m o s t  a g e d  c h e e s e  ( B a d i n g s  e t  
a l . ,  1 9 8 0 ;  L a w ,  1 9 8 1 ;  L a w ,  1 9 8 2 ;  A d d a  e t  a l . ,  1 9 8 2 ) .  L a w  
( 1 9 8 2 )  c o n c l u d e d  t h a t  m i x t u r e s  o f  a l k a n o i c  a c i d s  w i t h  
c a r b o n  c h a i n s  f r o m  C 2  t o  Cg o r  C ^ q  c a n  i m p a r t  c h e e s e - l i k e  
f l a v o r s  e i t h e r  t o  n a t u r a l l y  m a t u r i n g  c h e e s e  o r  i n  f l a v o r  
m i x t u r e s  f o r  p r o c e s s  c h e e s e ,  b u t  t h a t  t h e i r  c o n t r i b u t i o n  
t o  t h e  a r o m a  a n d  t h e  s p e c i a l  c h a r a c t e r  o f  C h e d d a r  c h e e s e  
i s  u n p r o v e n .
G e n e r a l l y ,  y o u n g  C h e d d a r 1' c h e e s e  c o n t a i n s  l o w  F F A ,  
a n d  a g e d ,  d e s i r a b l y - f l a v o r e d  C h e d d a r  c h e e s e  h a s  
i n t e r m e d i a t e  c o n c e n t r a t i o n s  o f  i n d i v i d u a l  FFA.  H o w e v e r ,
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w h e n  c o n d i t i o n s  p e r m i t  d e v e l o p m e n t  o f  m o r e  F F A  i n  
C h e d d a r ,  r a n c i d  o f f - f l a v o r s  a r e  r e a d i l y  a p p a r e n t .  T h i s  
i s  s p e c i f i c a l l y  t r u e  f o r  b u t y r i c  a c i d  (Woo e t  a l . ,  1 9 8 4 ) .  
H y d r o l y t i c  r a n c i d i t y  f l a v o r  d e f e c t s  i n  S w i s s ,  B r i c k ,  a n d  
C h e d d a r  c h e e s e s  w e r e  s i g n a l e d  b y  m e a s u r e m e n t  o f  h i g h  
c o n c e n t r a t i o n s  o f  i n d i v i d u a l  s h o r t - c h a i n  f r e e  f a t t y  a c i d s  
( W o o  e t  a l . ,  1 9 8 4 ) .  B y n u m  e t  a l .  ( 1 9 8 4 )  r e p o r t e d  t h a t  
l a r g e  i n c r e a s e s  o f  t o t a l  f r e e  f a t t y  a c i d s  i n  a C h e d d a r  
c h e e s e  s a m p l e  c o r r e l a t e  w i t h  d e v e l o p m e n t  o f  r a n c i d  
f l a v o r s .
I m p o r t a n c e  o f  K e t o n e s , L a c t o n e s  a n d  Al c o h o l s  i n  C h e d d a r  
Ch e e s e  F l a v o r
O t h e r  f a t - d e r i v e d  f l a v o r  c o m p o u n d s  i m p l i c a t e d  i n  
C h e d d a r  f l a v o r  i n c l u d e  k e t o n e s  a n d  l a c t o n e s .  T h e  o d d -  
n u m b e r e d  m e t h y l  k e t o n e s  d o  n o t  a p p e a r  t o  b e  v i t a l  f l a v o r  
c o m p o u n d s  s i n c e  t h e y  a r e  a b s e n t  f r o m  m a t u r e  f l a v o r e d  
e x p e r i m e n t a l  c h e e s e s  m a d e  w i t h  o n l y  s t a r t e r  b a c t e r i a  
( L a w ,  C a s t a n o n  a n d  S h a r p ,  1 9 7 6 ) .  M a n n i n g  ( 1 9 7 9 )  
i n d i c a t e d  t h a t  2 - P e n t a n o n e  c o n c e n t r a t i o n s  i n  n o r m a l  
c h e e s e  a r e  a  g o o d  i n d e x  o f  c h e e s e  a g e ,  b u t  t h e  c o m p o u n d  
i s  n o t  n e c e s s a r i l y  i n v o l v e d  i n  f l a v o r .
T h e  m e t h y l  k e t o n e ,  2 - b u t a n o n e ,  h a s  b e e n  w i d e l y  
r e p o r t e d  t o  b e  p r e s e n t  i n  C h e d d a r  c h e e s e  ( S c a r p e l l i n o  a n d  
K o s i k o w s k i ,  1 9 5 8 ;  L a w r e n c e ,  1 9 6 3 ;  K r o g e r  a n d  P a t t o n ,  
1 9 6 4 ) .  D a y ,  B a s s e t t e  a n d  K e e n e y  ( 1 9 6 0 )  e s t i m a t e d  t h e  
c o n c e n t r a t i o n  o f  2 - b u t a n o n e  t o  b e  1 2 . 5  p p m  i n  m a t u r e
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C h e d d a r  c h e e s e ,  t h e  h i g h e s t  c o n c e n t r a t i o n  o f  a n y  m e t h y l  
k e t o n e  p r e s e n t .  B i l l s ,  K i l l i t s  a n d  D a y  ( 1 9 6 6 ) ,  h o w e v e r ,  
f o u n d  u p  t o  1 9  p p m  o f  2 - b u t a n o n e  i n  f o u r  o f  1 0  C h e d d a r  
c h e e s e s  c h o s e n  a t  r a n d o m .  K e e n  a n d  W a l k e r  ( 1 9 7 4 )  a l s o  
o b s e r v e d  w i d e  v a r i a t i o n s  i n  t h e  c o n c e n t r a t i o n s  o f  2 -  
b u t a n o n e  e v e n  i n  C h e d d a r  c h e e s e s  m a d e  u s i n g  t h e  s a m e  
s i n g l e - s t r a i n  s t a r t e r  ( S t r e p t o c o c c i  c r e m o r i s  A.M2 ) -
S c a r p e l l i n o  ( 1 9 6 1 )  s u g g e s t e d  t h a t  2 - b u t a n o n e  c o n ­
t r i b u t e s  t o  t h e  d e s i r a b l e  f l a v o r  c o m p l e x  o f  C h e d d a r  
c h e e s e  w h e r e a s  t h e  r e d u c t i o n  p r o d u c t ,  2 - b u t a n o l ,  i s  
a s s o c i a t e d  w i t h  o f f - f l a v o r  d e v e l o p m e n t .  A p a t h w a y  h a s  
b e e n  p r o p o s e d  f o r  t h e  f o r m a t i o n  o f  2 - b u t a n o n e  f r o m  2 , 3 -  
b u t y l e n e  g l y c o l  ( S c a r p e l l i n o  a n d  K o s i k o w s k i ,  1 9 6 2 ) .  T h e  
c o m p o u n d  2 - b u t a n o n e  i s  n e v e r  f o u n d  a t  c o n c e n t r a t i o n s  
h i g h e r  t h a n  i t s  t h r e s h o l d  ( K i n s e l l a ,  1 9 6 9 )  a n d  t e n d s  t o  
d i s a p p e a r  a s  c h e e s e  a g e s  ( K e e n  e t  a l . ,  1 9 7 4 ) .  K e e n  a n d  
W a l k e r  ( 1 9 7 4 )  s u g g e s t e d  t h a t  a n  a d v e n t i t i o u s  n o n - s t a r t e r  
b a c t e r i u m  i n  t h e  C h e d d a r  c h e e s e  m a y  b e  r e s p o n s i b l e  f o r  
i t s  f o r m a t i o n .
A l t h o u g h  l a c t o n e s  h a v e  b e e n  s h o w n  t o  i m p r o v e  b l u e  
c h e e s e  f l a v o r ,  t h e i r  c o n t r i b u t i o n  t o  C h e d d a r  f l a v o r  i s  
l e s s  c l e a r  a n d  n o  d e f i n i t i v e  e v i d e n c e  e x i s t s  l i n k i n g  
l a c t o n e  c o n c e n t r a t i o n s  i n  m a t u r i n g  c h e e s e  w i t h  f l a v o r  
q u a l i t y  o r  i n t e n s i t y  ( L a w ,  1 9 8 2 ) .  H o w e v e r ,  t h e y  a r e  
r e g a r d e d  a s  i m p o r t a n t  b y  s o m e  f l a v o r i s t s ,  a s  e v i d e n c e d  b y  
t h e i r  i n c l u s i o n  i n  s y n t h e t i c  c h e e s e  f l a v o r  f o r m u l a t i o n s  
( H e n n i n g ,  1 9 7 0 ;  S m i t h  e t  a l . ,  1 9 7 7 ) .
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T h e  f r u i t y  d e f e e t  i s  r e l a t i v e l y  c o m m o n  i n  C h e d d a r  
c h e e s e  a n d  a l t h o u g h  i t  c a n  b e  p l e a s a n t  a t  l o w  i n t e n s i t i e s  
i t  u s u a l l y  b e c o m e s  u n p l e a s a n t l y  s t r o n g  i n  m a t u r e  c h e e s e .  
T h e  d e f e c t  o c c u r s  i n  c h e e s e s  w h i c h  c o n t a i n  h i g h  e t h a n o l  
l e v e l s  ( 1 4 7 - 1 5 2 7  p p m )  ( M c G u g a n  e t  a l . ,  1 9 7 5 ) .  E s t e r a s e  
a c t i v i t y  i n  t h e  c h e e s e  c a t a l y s e s  t h e  r e a c t i o n  b e t w e e n  
v o l a t i l e  f a t t y  a c i d s  a n d  e t h a n o l  t o  p r o d u c e  e s t e r s  w h o s e  
f l a v o r / a r o m a  i s  r e m i n i s c e n t  o f  p e a r  d r o p s .  E t h y l  
b u t y r a t e  a n d  e t h y l  h e x a n o a t e  ( c a p r o a t e )  a p p e a r  t o  b e  t h e  
m a i n  f r u i t y  e s t e r s  i n  C h e d d a r  c h e e s e  { M c G u g a n  e t  a l . ,  
1 9 7 5 ;  B i l l s  e t  a l . ,  1 9 6 5 ) .  M a n n i n g  ( 1 9 7 9 )  r e p o r t e d  t h a t  
t h e  h i g h  c o n c e n t r a t i o n  o f  e t h a n o l  a n d  f o u n d  i n  c h e e s e
h e a d s p a c e  h a v e  b e e n  r e l a t e d  t o  t h e  f l a v o r  d e f e c t s  
" f r u i t y "  a n d  " s u l f i d e "  r e s p e c t i v e l y .  T h e  a v a i l a b l e  
m i c r o b i o l o g i c a l  e v i d e n c e  s u g g e s t s  t h a t  t h e  f r u i t y  d e f e c t  
c a n  b e  c a u s e d  b y  t h e  s t a r t e r  s t r e p t o c o c c i  t h e m s e l v e s ,  b y  
h e t e r o f e r m e n t a t i v e  n o n s t a r t e r  l a c t i c  a c i d  b a c t e r i a ,  o r  by- 
e n z y m e s  f r o m  p s y c h r o t r o p h i c  b a c t e r i a  ( L a w ,  1 9 8 2 ) .
I m p o r t a n c e  o f  O r g a n i c  A c i d s  i n  C h e d d a r  C h e e s e  F I a v o r
T h e  a r o m a  a n d  f l a v o r  o f  q u a l i t y  C h e d d a r  c h e e s e  i s  
a t t r i b u t e d  t o  a  d e l i c a t e  b a l a n c e  o f  o r g a n i c  a c i d s  a n d  
v o l a t i l e  o r g a n i c  c h e m i c a l s  p r o d u c e d  a s  m e t a b o l i t e s  b y  
c u l t u r e  b a c t e r i a  d u r i n g  f e r m e n t a t i o n  ( M a r s i l i ,  1 9 8 1 ) .
O r g a n i c  a c i d s  o c c u r  i n  d a i r y  p r o d u c t s  a s  a  r e s u l t  o f  
t h e  h y d r o l y s i s  o f  b u t t e r f a t  ( f a t t y  a c i d s ) ,  d i r e c t  
a d d i t i o n  a s  a c i d u l a n t s  ( e . g . ,  c i t r i c ,  l a c t i c ,  a n d
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p r o p i o n i c  a c i d s ) ,  n o r m a l  b o v i n e  b i o c h e m i c a l  m e t a b o l i c  
p r o c e s s e s  ( e . g . ,  c i t r i c ,  h i p u r i c ,  u r i c ,  o r o t i c ,  a n d  
a s c o r b i c  a c i d s ) ,  o r  b a c t e r i a l  g r o w t h  ( e . g . ,  p y r u v i c ,  l a c ­
t i c ,  a c e t i c  a n d  p r o p i o n i c  a c i d s ) .  Q u a n t i t a t i v e  d e t e r m i ­
n a t i o n s  o f  t h e s e  a c i d s  i n  d a i r y  p r o d u c t s  i s  i m p o r t a n t  t o  
f l a v o r  s t u d i e s ,  f o r  n u t r i t i o n a l  r e a s o n s ,  a n d  a s  a n  i n d i ­
c a t o r  o f  b a c t e r i a l  a c t i v i t y  ( M a r s i l i ,  O s t a p e n k i ,  S i m m o n s  
a n d  G r e e n , 1 9 8 1 ) .
M a r s i l i  a n d  c o w o r k e r s  ( 1 9 8 1 )  d i d  a n a l y s e s  f o r  t h e  
v a r i o u s  c u l t u r e d  d a i r y  p r o d u c t s  a n d  r e p o r t e d  t h a t  
b a c t e r i a l  a c t i v i t y  r e d u c e d  t h e  c o n c e n t r a t i o n  o f  h i p u r i c  
a c i d ,  o r o t i c  a c i d ,  a n d  i n  s o m e  c a s e s ,  c i t r i c  a c i d .  A l s o  
t h e y  m o n i t o r e d  t h e  c o n c e n t r a t i o n  o f  t h e  f o l l o w i n g  o r g a n i c  
a c i d s  ( u g / g )  i n  s h a r p  C h e d d a r  c h e e s e  u s i n g  HPLC a s  
f o l l o w s :  o r o t i c  ( 4 . 9  +  . 2 ) ;  c i t r i c  ( 2 5  +  2 ) ;  p y r u v i c
( 2 6 +  2 ) ;  l a c t i c  ( 5 1 4 0  +  4 0 ) ;  u r i c  ( 1 6 . 7  +  . 1 ) ;  f o r m i c  
( 4 2 0  +  4 0 ) ;  a c e t i c  ( 6 0 0  +  1 0 ) .  S e v e r a l  w o r k e r s  h a v e  
r e p o r t e d  o r o t i c  a c i d  t o  b e  r e a d i l y  u t i l i z e d  b y  v a r i o u s  
b a c t e r i a  u s e d  i n  t h e  f e r m e n t a t i o n  o f  d a i r y  p r o d u c t s  ( C h e n  
a n d  L a r s o n ,  1 9 7 1 ;  E m p i e  a n d  M e l a c h o u r i s ,  1 9 7 7 ;  L a r s o n  a n d  
H e g a r t y ,  1 9 7 9 ) .
F e r m e n t a t i o n  a n d  f l a v o r  d e v e l o p m e n t  a r e  a c h i e v e d  
t h r o u g h  t h e  u s e  o f  a  s t a r t e r  c u l t u r e  c o n t a i n i n g  t h e  a c i d  
p r o d u c i n g  S t r e p t o c o c c u s  c r e mo r i s  w h i c h  f e r m e n t  l a c t o s e  
t h e r e b y  p r o d u c i n g  l a c t i c ,  a c e t i c ,  p r o p i o n i c ,  f o r m i c  a n d  
p y r u v i c  a c i d s  a n d  t r a c e s  o f  a c e t a l d e h y d e ,  e t h a n o l ,  a n d
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c a r b o n  d i o x i d e  ( V e d a m u t h u ,  1 9 7 7 ) .  V a s a v a d a  ( 1 9 7 9 )  h a s  
d e m o n s t r a t e d  t h a t  f l a v o r  o f  c u l t u r e d  d a i r y  p r o d u c t s  
d e p e n d s  n o t  o n l y  o n  t h e  c o n c e n t r a t i o n  o f  f l a v o r  c o m p o u n d s  
b u t  a l s o  o n  t h e  r a t i o s  i n  w h i c h  t h e s e  c o m p o u n d s  a r e  p r e s ­
e n t .  M a r s h a l l  a n d  H a r m o n  ( 1 9 7 8 )  a n d  Z a n d s t r a  a n d  d e V r i e s  
( 1 9 7 7 )  u t i l i z e d  c o l o r i m e t r i c  a n a l y s i s  a n d  s u g g e s t e d  
m e a s u r e m e n t  o f  t h e  p y r u v a t e  c o n t e n t  i n  m i l k  a s  a n  i n d e x  
o f  b a c t e r i o l o g i c a l  q u a l i t y .
C h e d d a r  c h e e s e  r i p e n i n g  s h o w e d  d r a m a t i c  d e c r e a s e s  i n  
l a c t o s e  d u r i n g  p r e s s i n g  w i t h  s u b s e q u e n t  i n c r e a s e s  i n  
l a c t i c  a n d  c i t r i c  a c i d s .  F u r t h e r  r i p e n i n g  y i e l d e d  s l i g h t  
i n c r e a s e s  i n  l a c t i c  a c i d ,  s t a b i l i z i n g  o f  c i t r i c  a c i d ,  a n d  
t r a c e  d e v e l o p m e n t  o f  o t h e r  a c i d s .  E x t r a c t i o n  a n d  
a n a l y s i s  o f  o t h e r  v a r i e t i e s  o f  c h e e s e  i n d i c a t e d  
a d d i t i o n a l  a c i d s  i n c l u d i n g  p y r u v i c ,  a c e t i c ,  p r o p i o n i c  a n d  
b u t y r i c  a c i d s .  L a c t i c  a c i d  w a s  t h e  p r e d o m i n a n t  a c i d  i n  
a l l  c h e e s e s  a n a l y z e d  ( I r w i n  e t  a l . ,  1 9 8 4 ) .
M o i s t u r e ,  P r o t e i n ,  Fa  t _  a n d  Sa  l_t_ C o n t e n t s  o f  C h e d d a r  C h e e s e  
a s  A f f e c t e d  b y  A g i n g  a t  7 ° C
M o i s t u r e ,  p r o t e i n ,  f a t  a n d  s a l t  c o n t e n t s  w e r e  s i g n i ­
f i c a n t l y  a f f e c t e d  b y  r i p e n i n g  p e r i o d .  M o i s t u r e  c o n t e n t  
d e c r e a s e d  w h i l e  f a t  a n d  s a l t  c o n t e n t s  i n c r e a s e d  w i t h  a g e  
o f  c h e e s e  a n d  n o  t r e n d  w a s  o b s e r v e d  o n  p r o t e i n  c o n t e n t  
( B a r r a q u i o  e t  a l . ,  1 9 8 2 ) .  A d e c r e a s e  i n  m o i s t u r e  c o n t e n t  
w a s  n o t e d  a s  t h e  c h e e s e  r i p e n e d  a n d  t h i s  c o u l d  b e  
a t t r i b u t e d  t o  c o n t i n u o u s  l o s s  o f  w a t e r  t h r o u g h
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e v a p o r a t i o n  a n d  d i s p l a c e m e n t  o f  w a t e r  a s  t h e  s a l t  
p e n e t r a t e s  ( G e u r t s  e t  a l . ,  1 9 7 4 ) .  T h e  m o r e  m a t u r e  c h e e s e  
h a d  h i g h e r  s a l t  l e v e l s  t h a n  t h e  y o u n g e r  c h e e s e  a n d  t h i s  
w a s  a t t r i b u t e d  t o  l o s s  o f  m o i s t u r e  a n d  t h e  p e r m e a t i o n  o f  
s a l t  f r o m  t h e  r i n d  t o  t h e  i n n e r  p o r t i o n  o f  t h e  c h e e s e  a s  
i t  r i p e n s  ( G o m e s ,  1 9 7 7 ) .  B a r r a q u i o  e t  a l .  ( 1 9 8 0 )  e s t a b ­
l i s h e d  a  s i g n i f i c a n t  i n c r e a s e  i n  f a t  c o n t e n t  a s  r i p e n i n g  
p r o c e e d e d .  T h e  i n c r e a s e  i n  f a t  c o n t e n t  t o w a r d s  t h e  
l a t t e r  p a r t  o f  r i p e n i n g  w a s  a t t r i b u t e d  b y  G o m e s  ( 1 9 7 7 )  t o  
t h e  d e c r e a s i n g  m o i s t u r e  c o n t e n t .
E f f e c t  o f  P r o t e i n  D e g r a d a t i o n  o n  C h e d d a r  C h e e s e  F l a v o r
C h e e s e  r i p e n i n g  i s  a  c o m p l e x  p r o c e s s ;  i t  i n c l u d e s  
b o t h  p h y s i c a l  a n d  c h e m i c a l  r e a c t i o n s .  P r o t e o l y s i s ,  
l i p o l y s i s  a n d  l a c t o s e  d e c o m p o s i t i o n  a r e  n e c e s s a r y  t o  
o b t a i n  t h e  d e s i r e d  t e x t u r e ,  b o d y  a n d  f l a v o r  i n  t h e  f i n a l  
p r o d u c t  ( S c h m i d t ,  1 9 7 6 ) .  S c h o r m u l l e s  ( 1 9 6 8 )  s u m m a r i z e d  
t h e  p r o t e o l y s i s  o f  c h e e s e  a s  p r o t e i n  b r e a k d o w n ,  p e p t i d e  
a n d  f r e e  a m i n o  a c i d  f o r m a t i o n ,  a n d  d e c o m p o s i t i o n  o f  a m i n o  
a c i d s  b y  d e c a r b o x y l a t i o n  t r a n s a m i n a t i o n ,  o r  o t h e r  
m e t a b o l i c  m e c h a n i s m s  d u r i n g  r i p e n i n g .  P r o t e o l y t i c  
e n z y m e s  f r o m  s t a r t e r  b a c t e r i a  s e e m  t o  b e  n e c e s s a r y  f o r  
t h e  f o r m a t i o n  o f  a m i n o  a c i d s  w h i c h  s e r v e  a s  a  
" b a c k g r o u n d "  f o r  t h e  n o r m a l  c h e e s e  f l a v o r  ( R e i t e r  e t  a l . ,  
1 9 6 9 ) .  K i n s e l l a  a n d  H w a n g  ( 1 9 7 6 )  p o i n t e d  o u t  t h a t  
p r o t e o l y s i s  i s  i m p o r t a n t  f o r  p r o d u c t i o n  o f  a m i n o  a c i d s ,  
w h i c h  a c t  a-s p r e c u r s o r s  o f  f l a v o r  c o m p o u n d s  a n d  e n h a n c e
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m e t h y l  k e t o n e  p r o d u c t i o n  i n  b l u e  c h e e s e .  T h e  e x t e n t  o f  
p r o t e i n  b r e a k d o w n  h a s  b e e n  u s e d  a s  a  c r u d e  i n d e x  o f  
c h e e s e  r i p e n i n g  ( A r n o t t  e t  a l . ,  1 9 5 7 ;  V a k a l e r i s  e t  a l . ,  
1 9 5 9 ;  P u h a m  e t  a l . ,  1 9 6 0 ;  M o r r i s  e t  a l . ,  1 9 6 3 ;  T a w a h  e t  
a l . ,  1 9 6 6  ; a n d  A b d  E l - S a l a m  e t  a l . ,  1 9 7 3 ) .
T h e  p r o t e i n s  o f  f r e s h  c u r d s  ( m a i n l y  c a s e i n s )  p r o v i d e  
a  s e c o n d  s o u r c e  o f  f l a v o r  c o m p o u n d s  a s  t h e y  a r e  d e g r a d e d  
s l o w l y  b y  t h e  p r o t e i n a s e s  a n d  p e p t i d a s e s  o f  t h e  s t a r t e r  
b a c t e r i a .  M a n y  o f  t h e  i n d i v i d u a l  f r e e  a m i n o  a c i d s  
r e l e a s e d  b y  t h i s  p r o c e s s  h a v e  d i s t i n c t i v e  t a s t e s  a n d  
t h e i r  p r e d o m i n a n c e  i n  c e r t a i n  f o o d s  i s  t h o u g h t  t o ' c o n f e r  
c h a r a c t e r i s t i c  f l a v o r  ( e . g . ,  m e t h i o n i n e  i n  u n i ,  g l y c i n e  
i n  c r a b )  ( K i r i m u r a  e t  a l . ,  1 9 6 9 ) ,  b u t  i t  i s  g e n e r a l l y  
a c c e p t e d  t h a t  t h e i r  r o l e  i n  C h e d d a r  c h e e s e  i s  o n e  o f  
c o n f e r r i n g  a  s a v o r y  b a c k g r o u n d  f l a v o r  a s  a  c o m p  1 ex- 
m i x t u r e  ( F r y e r ,  1 9 6 9 ;  L e i b i c h  e t  a l . ,  1 9 7 0 ) .
P e p t i d e s  a r e  o f t e n  c i t e d  r a t h e r  l o o s e l y  a s  
c o n t r i b u t i n g  v a r i o u s  f l a v o r  n o t e s  t o  c h e e s e ,  b u t  e v i d e n c e  
i s  n o t  d e f i n i t i v e  a n d  t h e  r a n g e  o f  f l a v o r s  a s s o c i a t e d  
w i t h  s y n t h e t i c  p e p t i d e s  ( s o u r ,  b i t t e r ,  t a s t e l e s s )  i s  
h a r d l y  t h e  b a s i s  f o r  h i g h  e x p e c t a t i o n s  o f  t h i s  c l a s s  o f  
c o m p o u n d s .  N e v e r t h e l e s s ,  t h e  f a c t  r e m a i n s  t h a t  i t  i s  
p o s s i b l e  t o  i n t e n s i f y  f l a v o r  a n d / o r  a c c e l e r a t e  f l a v o r  
d e v e l o p m e n t  i n  C h e d d a r  c h e e s e  b y  a d d i n g  e x o g e n o u s  
p r o t e i n a s e s  t o  s p e e d  u p  c a s e i n  b r e a k d o w n  ( S o o d  a n d  
K o s i k o w s k i ,  1 9 7 9 ;  L a w a n d  W i g m o r e ,  1 9 6 2 ) .
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L a w  ( 1 9 8 2 )  r e p o r t e d  t h a t  t h e  c o r r e l a t i o n  b e t w e e n  
i n c r e a s e d  t y p i c a l  f l a v o r  i n t e n s i t y  a n d  i n c r e a s e d  
p r o t e o l y s i s  o n l y  h o l d s  g o o d  o v e r  a  l i m i t e d  r a n g e  a n d  t h e  
c h o i c e  o f  p r o t e i n a s e  t y p e  i s  c r i t i c a l .  F r o m  h i s  
e x p e r i e n c e  t h a t  n e u t r a l  p r o t e i n a s e s  a r e  i d e a l  a n d  t h a t  
a c i d  p r o t e i n a s e s  p r o d u c e  e x c e s s i v e  a m o u n t s  o f  b i t t e r  
p e p t i d e s  e v e n  a t  l o w  c o n c e n t r a t i o n s  i n  c h e e s e .
T h e r e  a r e  t w o  p o s s i b l e  r e a s o n s  f o r  t h e  
i n t e n s i f i c a t i o n  o f  c h e e s e  f l a v o r  t h r o u g h  p r o g r e s s i v e  
p r o t e o l y t i c  a c t i o n .  F i r s t ,  t h e  d i r e c t  r e s u l t  o f  
i n c r e a s i n g  f r e e  a m i n o  a c i d  c o n c e n t r a t i o n s  i n  c h e e s e  i s  t o  
i n c r e a s e  i t s  s a v o r y  t a s t e  a n d  p r o v i d e  s u b s t r a t e s  f o r  t h e  
r e l e a s e  o f  v o l a t i l e  s u l p h u r  c o m p o u n d s .  T h e  i m p o r t a n c e  o f  
s u c h  c o m p o u n d s  h a s  l o n g  b e e n  s u s p e c t e d  a n d  t h e i r  u n i q u e  
p o s i t i o n  w i t h i n  t h e  w i d e  s p e c t r u m  o f  C h e d d a r  f l a v o r  
v o l a t i l e s  w a s  d e m o n s t r a t e d  b y  M c G u g a n  a n d  c o w o r k e r s  
( 1 9 6 8 ) .  T h e y  s h o w e d  t h a t  b o t h  f l a v o r l e s s  c h e e s e  p r o d u c e d  
w i t h o u t  s t a r t e r  b a c t e r i a  a n d  m a t u r e  n o r m a l  c h e e s e  
c o n t a i n e d  t h e  s a m e  n e u t r a l  v o l a t i l e  c o m p o u n d s  i n  s i m i l a r  
q u a n t i t i e s ,  w i t h  t h e  n o t a b l e  e x c e p t i o n  o f  s u l p h u r  
c o m p o u n d s .
L a t e r ,  i n  a  s e r i e s  o f  p a p e r s  b e g i n n i n g  i n  1 9 7 3 ,  
M a n n i n g  a c c u m u l a t e d  e v i d e n c e  s u g g e s t i n g  t h a t  m e t h a n e t h i o l  
( d e r i v e d  f r o m  m e t h i o n i n e  b y  n o n e n z y m i c  r e a c t i o n s )  w a s  t h e  
k e y  c o m p o u n d  i n  C h e d d a r  a r o m a  ( L a w ,  1 9 8 1 ) .  H y d r o g e n  
s u l p h i d e  w a s  a l s o  c o n s i d e r e d  i m p o r t a n t  b u t  i t s
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c o n c e n t r a t i o n  w a s  n o t  c r i t i c a l  u n l e s s  v e r y  l a r g e  a m o u n t s  
w e r e  p r e s e n t ,  w h e n  " s u l p h i d e "  f l a v o r  d e f e c t s  b e c a m e  
n o t i c e a b l e .  A t t e m p t s  t o  s y n t h e s i z e  C h e d d a r  a r o m a  w i t h  
t h e s e  c o m p o u n d s  h a v e  b e e n  u n s u c c e s s f u l  p r o b a b l y  b e c a u s e  
t h e i r  e x t r e m e  v o l a t i l i t y  c a u s e s  t h e i r  c o n c e n t r a t i o n s  i n  
s y n t h e t i c  m i x t u r e s  t o  c h a n g e  r a p i d l y  a n d  b e c o m e  
u n b a l a n c e d ;  t h e  i n d i v i d u a l  a r o m a s  o f  b o t h  c o m p o u n d s  a r e  
e x t r e m e l y  u n p l e a s a n t .  P r e s u m a b l y  t h e  m a t r i x  o f  c h e e s e  i s  
s u c h  t h a t  t h e s e  v o l a t i l e s  a r e  b o u n d  o r  d i s s o l v e d  a n d  t h e y  
a r e  o n l y  r e l e a s e d  w h e n  t h e  c h e e s e  i s  m a s t i c a t e d .
M c G u g a n  a n d  c o w o r k e r s  ( 1 9 7 9 )  s u g g e s t e d  t h a t  t h e  
b i n d i n g  e q u i l i b r i a  o f  f l a v o r  a n d  a r o m a  c o m p o u n d s  t o  
c h e e s e  p r o t e i n s  w a s  a n  i m p o r t a n t  f a c t o r  i n  d e t e r m i n i n g  
o v e r a l l  c h e e s e  f l a v o r  i n t e n s i t y .  T h e s e  i n v e s t i g a t o r s  
s u g g e s t e d  t h a t  t h e  c o r r e l a t i o n  b e t w e e n  f l a v o r  i n t e n s i t y  
a n d  p r o t e o l y s i s  m a y  b e  d u e  t o  t h e  p r o g r e s s i v e  w e a k e n i n g  
o f  f l a v o r  b i n d i n g  a s  c h e e s e  p r o t e i n s  a r e  d e g r a d e d  t o  
s m a l l e r  f r a g m e n t s .
Co mp o u n d s  C a u s i n g t h e  B i t t e r  T a s t e  i n  C h e d d a r  C h e e s e
B i t t e r n e s s  i s  d e f i n e d  b y  C r a w f o r d  ( 1 9 7 7 )  a s  a  c o n d i ­
t i o n  o f  f l a v o r  w h i c h  i s  n o t i c e a b l e  t o  t h e  t a s t e  b u t  n o t  
b y  s m e l l .  S o m e  5 0  y e a r s  a g o ,  K e l l y  ( 1 9 3 2 )  r e p o r t e d  t h a t  
b i t t e r  f l a v o r  i n  C h e d d a r  c h e e s e  w a s  d u e  t o  t h e  b r e a k d o w n  
o f  p r o t e i n  t o  p e p t i d e s  a n d  h e  l i n k e d  s t r a i n s  o f  S t r e p ­
t o c o c c u s  c r e m o r i s  s t a r t e r s  w i t h  t h e  d e f e c t .  S h o r t l y  
t h e r e a f t e r ,  P h i l l i p s  ( 1 9 3 5 )  r e p o r t e d  t h a t  b i t t e r  f l a v o r
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w a s  m o s t  f r e q u e n t l y  f o u n d  i n  v e r y  a c i d  c h e e s e  a n d  i n  
c h e e s e  h a v i n g  a  pH o f  £ 5  i n  t h e  f i r s t  w e e k  o f  c u r i n g .
B i t t e r n e s s ,  a  f l a v o r  d e f e c t  o f  c h e e s e  a n d  o f  o t h e r  
c u l t u r e d  d a i r y  p r o d u c t s ,  h a s  b e e n  f o u n d  t o  b e  d u e  t o  t h e  
a c c u m u l a t i o n  o f  b i t t e r - t a s t i n g  p e p t i d e s  ( R a a d s v e l d ,  1 9 5 3 )  
w h i c h  a r e  f o r m e d  d u r i n g  t h e  n o r m a l  b r e a k d o w n  o f  c a s e i n  b y  
r e n n e t  a n d  b y  b a c t e r i a l  p r o t e o l y t i c  e n z y m e s  ( S t a d h o u d e r s ,  
1 9 6 0 ;  E m m o n s ,  1 9 6 2 a , b ;  G o r d o n  a n d  S p e c k ,  1 9 6 5 b ;  H a r w a l k a r  
a n d  S e i t z ,  1 9 7 1 ;  H a r w a l k a r  a n d  E l l i o t t ,  1 9 7 1 ;  R i c h a r d s o n  
a n d  C r e a m e r ,  1 9 7 3 ;  H a m i l t o n  e t  a l . ,  1 9 7 4 ) .  B i t t e r  p e p ­
t i d e s  m a y  b e  p r o d u c e d  f r o m  c a s e i n  b y  t h e  a c t i o n  o f  a  
v a r i e t y  o f  p r o t e o l y t i c  e n z y m e s ,  b y  m i c r o o r g a n i s m s  a n d  b y  
c h e m i c a l  h y d r o l y s i s  ( T o k i t a ,  1 9 6 9 ) .
A l l  t h e  b i t t e r  c o m p o u n d s  w h i c h  h a v e  b e e n  e x t r a c t e d
f r o m  c h e e s e  a n d  o t h e r  c u l t u r e d  d a i r y  p r o d u c t s  h a v e  b e e n
i d e n t i f i e d  a s  p e p t i d e s  o r i g i n a t i n g  f r o m  s  o r  B - c a s e i n .
T h e s e  p e p t i d e s  a r e  f r a g m e n t s  s p l i t  o f f  t h e  c a s e i n
m o l e c u l e s  b y  p r o t e o l y t i c  e n z y m e s  p r e s e n t  i n  t h e  r e n n e t
e x t r a c t s  a n d  i n  t h e  s t a r t e r  b a c t e r i a  ( J a g o ,  1 9 7 4 ) .  T h e
s t r u c t u r e s  o f  t w o  b i t t e r  p e p t i d e s ,  o n e  i s o l a t e d  f r o m
C h e d d a r  c h e e s e  ( H a m i l t o n ,  H i l l  a n d  V a n  L e e u w e n ,  1 9 7 4 )  a n d
another from a milk culture of a starter organism (Gordon
a n d  S p e c k ,  1 9 6 5 a ;  S u l l i v a n ,  K i e s e k e r  a n d  J a g o ,  1 9 7 1 )  a r e
illustrated below:
r G l n - A s p - L y s - I l e - H i s - P r o - P h e - A l a - G l n - T h r - G l n - S e r - L e u -  
v a 1 - T y r - P r o - P h e - P r o - G d y - P r o - I 1 e - P r o - i
jGln-Gln-Pro-Val-Leu-Gly-Pro-Val-Arg*Gly-Pro-Phe-Pro-Ile 
ille-Val.
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T h e s e  p e p t i d e s ,  w h i c h  o r i g i n a t e d  f r o m  B - c a s e i n ,  h a v e  
s p e c i a l  c h e m i c a l  p r o p e r t i e s  w h i c h  e n a b l e  t h e m  t o  r e a c t  
w i t h  t h e  t a s t e  b u d s  a t  t h e  b a c k  o f  t h e  t o n g u e  t o  g i v e  t h e  
s e n s a t i o n  o f  b i t t e r n e s s  ( J a g o ,  1 9 7 4 ) .  O t h e r  b i t t e r  
p e p t i d e s  w i t h  s i m i l a r  c h e m i c a l  p r o p e r t i e s  h a v e  a l s o  b e e n  
i s o l a t e d  f r o m  C h e d d a r  c h e e s e  a n d  f o u n d  f r o m  o r  f } -
c a s e i n  ( H o d g e s ,  K e n t  a n d  R i c h a r d s o n ,  1 9 7 2 ) .  B i t t e r  
p e p t i d e s  a r e  r e l e a s e d  f r o m  t h e  c a s e i n  m o l e c u l e s  p r i m a r i l y  
b y  t h e  a c t i o n  o f  t h e  r e n n e t  a n d  b a c t e r i a l  p r o t e i n a s e s .  
H o w e v e r ,  t h e  b a c t e r i a l  p e p t i d a s e s  m a y  a l s o  c o n t r i b u t e  t o  
t h e  f o r m a t i o n  o f  b i t t e r  p e p t i d e s  b y  r e d u c i n g  t h e  s i z e  o f  
p e p t i d e s  i n i t i a l l y  t o o  l a r g e  t o  g i v e  a  b i t t e r  t a s t e  
( S u l l i v a n  a n d  J a g o ,  1 9 7 2 ;  S u l l i v a n ,  M o u ,  R o o d  a n d  J a g o ,
1 9 7 3 ) .  B i t t e r n e s s ,  a  c o m m o n  f l a v o r  d e f e c t  o f  C h e d d a r  a n a  
G o u d a  c h e e s e ,  r e s u l t s  f r o m  t h e  a c c u m u l a t i o n  o f  b i t t e r -  
t a s t i n g  p e p t i d e s  f o r m e d  b y  t h e  a c t i o n  o f  p r o t e o l y t i c  
e n z y m e s  o n  c a s e i n -  ( F r y e r ,  1 9 6 9 ;  S t a d h o u d e r s  a n d  H u p ,  
1 9 7 4 ;  L a w r e n c e ,  1 9 7 6 ) .
B i t t e r  a n d  a s t r i n g e n t  f r a c t i o n s  h a v e  b e e n  i s o l a t e d  
f r o m  c h e e s e  b y  H a r w a l k a r  a n d  E l l i o t t  ( 1 9 7 1 ) .  B i t t e r n e s s  
a n d  f r u i t y  o f f - f l a v o r s  i n  C h e d d a r  c h e e s e ,  c a u s e d  b y  t h e  
p r o d u c t i o n  o f  b i t t e r  p e p t i d e s  a n d  e t h y l  e s t e r s  o f  f a t t y  
a c i d s  r e s p e c t i v e l y  b y  s t a r t e r  b a c t e r i a  w e r e  d i s c u s s e d  b y  
S a n d i n e  a n d  h i s  c o w o r k e r s  ( 1 9 7 2 ) .
P r o t e o l y s i s  i n  c h e e s e  h a s  a n  i m p o r t a n t  n e g a t i v e  
i n f l u e n c e  o n  f l a v o r  q u a l i t y ,  r e l a t e d  t o  t h e  c a s e i n o l y t i c
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a c t i o n  o f  t h e  s t a r t e r  s t r e p t o c o c c i  a n d  t h e  r e s i d u a l  
r e n n e t .  T h e  b i t t e r  d e f e c t  i n  c h e e s e  i s  c a u s e d  b y  a n  
a c c u m u l a t i o n  o f  p e p t i d e s  c o n t a i n i n g  a  h i g h  p r o p o r t i o n  o f  
h y d r o p h o b i c  s i d e  c h a i n s  ( H a r w a l k a r ,  1 9 7 2 ;  M a t o b a  e t  a l . f 
1 9 7 2 ;  R i c h a r d s o n ,  1 9 7 3 ) .  O p i n i o n s  d i f f e r  a s  t o  t h e  
i m p o r t a n c e  o f  p r o t e o l y s i s  b y  m e s o p h i l i c  s t a r t e r s  i n  t h e  
p r o d u c t i o n  o f  b i t t e r  d e f e c t s  i n  c h e e s e .  E a r l y  h y p o t h e s e s  
s u g g e s t e d  t h a t  b i t t e r  p e p t i d e s  w e r e  p r o d u c e d  b y  c h y m o s i n  
a n d  t h a t  t h e  s o - c a l l e d  " b i t t e r "  s t a r t e r s  w e r e  t h o s e  w n i c b  
h a d  i n s u f f i c i e n t  p e p t i d a s e  a c t i v i t y  t o  b r e a k  d o w n  t h e  
b i t t e r  p e p t i d e s  t o  n o n b i t t e r  p e p t i d e s  a n d  a m i n o  a c i d s  
( C z u l a k ,  1 9 5 9 ) .
T h e  s i t u a t i o n  i s  m o r e  c o m p l e x .  W h i l e  i t  i s  t r u e  
t h a t  c h y m o s i n  p r o d u c e s  b i t t e r  p e p t i d e s  f r o m  c a s e i n ,  t h e  
s t a r t e r  p r o t e i n a s e s  c a n  a l s o  d o  t h i s  a n d ,  i n d e e d ,  c a n  
p r o d u c e  s m a l l  b i t t e r  p e p t i d e s  f r o m  n o n b i t t e r ,  c a s e i n  
d e r i v e d  p e p t i d e s  ( F i g u r e  1)  ( L o w r i e  e t  a l . ,  1 9 7 2 ;  L o w r i e  
e t  a l . ,  1 9 7 4 ) .  I t  i s  s u g g e s t e d  t h a t  t h i s  l a t t e r  p r o c e s s  
w a s  t h e  s i n g l e  m o s t  i m p o r t a n t  d e t e r m i n a n t  i n  b i t t e r n e s s  
d e v e l o p m e n t ,  a n d  t h a t  " f a s t "  s t a r t e r s  w h i c h  m u l t i p l i e d  a t  
r e l a t i v e l y  h i g h  c o o k i n g  t e m p e r a t u r e s  d u r i n g  C h e d d a r  
m a n u f a c t u r e  w e r e  t h e  m o s t  l i k e l y  t o  g i v e  b i t t e r  c h e e s e ,  
s i m p l y  b e c a u s e  t h e  r e s u l t a n t  h i g h  c e l l  n u m b e r s  
c o n t r i b u t e d  l a r g e  q u a n t i t i e s  o f  b i t t e r  p e p t i d e - p r o d u c i n g  
p r o t e i n a s e s .
L o w r i e  a n d  c o w o r k e r s  ( 1 9 7 4 )  s u p p o r t e d  t h i s  
h y p o t h e s i s  w i t h  e x p e r i m e n t a l  e v i d e n c e  t h a t  b i t t e r
s t a r t e r s  c o u l d  b e  m a d e  t o  p r o d u c e  n o n - b i t t e r  c h e e s e  i f  
t h e i r  n u m b e r  i n  c u r d s  w e r e  r e s t r i c t e d  b y  c o n t r o l l e d  
b a c t e r i o p h a g e  i n f e c t i o n s  o r  b y  h i g h e r  c o o k i n g  
t e m p e r a t u r e s .  C o n v e r s e l y  t h e  s l o w  n o n b i t t e r  s t a r t e r s  
m a d e  b i t t e r  c h e e s e  i f  t h e y  w e r e  a l l o w e d  t o  m u l t i p l y  t o  
h i g h  c e l l  n u m b e r s  b y  a l t e r i n g  t h e  m a n u f a c t u r i n g  p r o c e s s .  
D i r e c t  e v i d e n c e  f o r  t h e  i n v o l v e m e n t  o f  s t a r t e r  c e l l  w a l l  
p r o t e i n a s e s  i n  b i t t e r n e s s  d e v e l o p m e n t  w a s  p r o v i d e d  
r e c e n t l y  b y  t h e  o b s e r v a t i o n  t h a t  p r o t e i n a s e - d e f i c i e n t  
v a r i a n t s  o f  " f a s t "  s t a r t e r s  p r o d u c e  l e s s  b i t t e r n e s s  i n  
c h e e s e  t h a n  t h e i r  p a r e n t  s t r a i n s  e v e n  w h e n  t o t a l  s t a r t e r  
c e l l  p o p u l a t i o n s  a r e  h i g h  ( M i l l s  e t  a l . ,  1 9 8 0 ) .
T h e  f a c t o r s  c o n t r o l l i n g  b i t t e r  d e f e c t s  i n  G o u d a  
c h e e s e  a p p e a r  t o  b e  m o r e  c o m p l e x ,  s i n c e  t h e  s t a r t e r s  
g e n e r a l l y  r e a c h  h i g h  p o p u l a t i o n s  i n  c u r d s  a t  t h e  r e l a ­
t i v e l y  l o w  c o o k i n g  t e m p e r a t u r e s  u s e d  f o r  t h i s  v a r i e t y .  
S t a d h o u d e r s  a n d  H u p  ( 1 9 7 5 )  s h o w e d  t h a t  f a c t o r s  
i n f l u e n c i n g  t h e  r e t e n t i o n  o f  c h y m o s i n  i n  G o u d a  c u r d  
( e . g . ,  c o o k i n g  t e m p e r a t u r e ,  i n i t i a l  m i l k  pH)  a l s o  i n f l u ­
e n c e d  t h e  t e n d e n c y  o f  t h e  c h e e s e  t o  b e c o m e  b i t t e r .  T h e y  
e m p h a s i z e d  t h a t  s o m e  s t a r t e r  s t r a i n s  p r o d u c e  m o r e  b i t t e r  
p e p t i d e - d e g r a d i n g  p e p t i d a s e s  t h a n  o t h e r s .  I t  i s  n o t  
k n o w n  w h e t h e r  t h e s e  a r e  s p e c i f i c  p e p t i d a s e s  c o n f i n e d  t o  
n o n b i t t e r  s t r a i n s  o r  g e n e r a l  p e p t i d a s e s  p r e s e n t  a t  d i f ­
f e r e n t  l e v e l s .  C h i b a  a n d  S a t o  ( 1 9 8 0 )  i d e n t i f i e d  b o t h  d i ­
p e p t i d a s e  a n d  a m i n o - p e p t i d a s e  a c t i v i t y  i n  d e b i t t e r i n g
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F i g u r e  1 .  M o d e l  f o r  b i t t e r n e s s  d e v e l o p m e n t  i n  C h e d d a r  
c h e e s e  ( L o w r i e  a n d  L a w r e n c e ,  1 9 7 2 ) .  B o l d  a r r o w s  i n d i c a t e  
t h e  i m p o r t a n t  s t a g e s  (1  a n d  2 ) .  B r o k e n  l i n e s  i n d i c a t e  
s t a g e s  o f  l e s s e r  i m p o r t a n c e .
fractions of cell-free extracts from starter streptococci 
but individual enzymes were not isolated. It appears, 
then, that proteolysis by mesophilic starters is impor­
tant in producing the bitter defect in cheese but its 
contribution is different depending on the cheese variety 
in question.
Factors Involved in Bitterness
The excessive bitterness in some cheese is 
objectionable, and, therefore, of considerable economic
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s i g n i f i c a n c e .  E x c e s s i v e  b i t t e r n e s s  i s  i n f l u e n c e d  b y  t h e  
c h e e s e  m a k i n g  p r o c e d u r e  a n d  b y  f a c t o r s  s u c h  a s  s t r a i n  o f  
s t a r t e r  c u l t u r e ,  r e n n e t  c o n c e n t r a t i o n ,  h e a t  t r e a t m e n t  o f  
t h e  m i l k ,  a c i d i t y  o r  pH o f  c h e e s e  a n d  s a l t  c o n c e n t r a t i o n  
{ E m m o n s  e t  a l . ,  1 9 6 2 a , b ) .
L a w r e n c e  a n d  G i l l e s  ( 1 9 6 9 )  a l s o  a t t r i b u t e d  a n  i m p o r ­
t a n t  r u l e  t o  t h e  s t a r t e r  c u l t u r e s  u s e d  a n d  c o n c l u d e d  t h a t  
a  n u m b e r  o f  f a c t o r s  w e r e  i n v o l v e d .  T h e s e  w e r e  t h e  
p r o t e i n a s e  a c t i v i t i e s  o f  b o t h  s t a r t e r  a n d  r e n n e t  e n z y m e s  
a n d  t h e  e f f e c t s  o f  r a t e  o f  a c i d  p r o d u c t i o n ,  p H ,  s a l t  a n d  
m o i s t u r e  o n  t h e s e  a c t i v i t i e s .
I n f l u e n c e  o f  S t a r t e r  o n  B i t t e r  F l a v o r  P r o d u c t i o n
T h e  e a r l y  h y p o t h e s i s  b y  C z u l a k  ( 1 9 5 9 )  s t a t e d  t h a t  
b i t t e r  f l a v o r  d e v e l o p s  i n  C h e d d a r  c h e e s e  w h e n  t h e  s t a r t e r  
b a c t e r i a  l a c k  t h e  p e p t i d a s e s  n e c e s s a r y  t o  d e g r a d e  t h e  
p e p t i d e s  p r o d u c e d  b y  r e n n i n ;  t h e  p e p t i d e s  a c c u m u l a t e  a n d  
y i e l d  a b i t t e r  f l a v o r .
C z - u l a k  ( 1 9 5 9  ) a n d  F r y e r  ( 1 9 6 9 )  p o s t u l a t e d  t h a t  t h e  
a c c u m u l a t i o n  o f  b i t t e r - t a s t i n g  p o l y p e p t i d e s  m i g h t  b e  d u e  
e i t h e r  t o  i n c r e a s e d  p r o t e o l y t i c  a c t i v i t y  o f  t h e  r e n n e t  
e n z y m e s  a t  l o w e r  pH l e v e l  ( < 5 )  a n d  t h e  s l o w e r  h y d r o l y s i s  
o f  t h e  p o l y p e p t i d e s  b y  b a c t e r i a l  p r o t e i n a s e s  t o  t h e  a m i n o  
a c i d  s t a g e  a t  t h e  l o w e r  pH l e v e l s  o r  t o  i n c o m p l e t e  
d e g r a d a t i o n  o f  t h e  p e p t i d e s .
W o r k  b y  E m m o n s  e t  a l .  ( 1 9 6 2 a , b )  s h o w e d  t h a t  s o m e  
s t a r t e r  s t r a i n s  t h a t  p r o d u c e d  b i t t e r n e s s  w e r e  n o t
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a f f e c t e d  s i g n i f i c a n t l y  b y  t h e  p H ;  w h e r e a s ,  o t h e r s  w e r e  
g r e a t l y  a f f e c t e d .  E v i d e n c e  w a s  p r e s e n t e d  t h a t  b i t t e r n e s s  
w a s  c a u s e d  b y  p e p t i d e s  u n h y d r o l y s e d  t o  a m i n o  a c i d s  d u e  t o  
a  d e f i c i e n c y  o f  p e p t i d a s e s .  T h i s  v i e w  w a s  a l s o  s u p p o r t e d  
b y  t h e  l a t e r  f i n d i n g s  o f -  C z u l a k  a n d  S h i m m i n  ( 1 9 6 1 )  a n d  
S t a d h o u d e r s  ( 1 9 6 2 ) .
F u r t h e r  w o r k  b y  E m m o n s  e t  a l .  ( 1 9 6 2 a , b )  t o  t e s t  t h e  
e f f e c t  o f  c o m b i n i n g  s t a r t e r  s t r a i n s  s h o w e d  t h a t  c o m b i n a ­
t i o n s  o f  b i t t e r  a n d  n o n - b i t t e r  s t r a i n s  o f  S t r e p t o c o c c u s  
c r e mo r i  s  s o m e t i m e s  y i e l d e d  n o n - b i t t e r  c h e e s e s ,  a n d  
i n t e n s i t y  o f  b i t t e r n e s s  u s u a l l y  d e c r e a s e d  a s  t h e  
p r o p o r t i o n  o f  t h e  n o n - b i t t e r  c h e e s e - p r o d u c i n g  s t r a i n  i n  
t h e  s t a r t e r  i n c r e a s e d .  T h e y  a l s o  n o t e d  t h a t  t h e  
i n t e n s i t y  o f  b i t t e r n e s s  w a s  h i g h e r  i n  c h e e s e s  w h e r e  t h e  
a v e r a g e  c h a i n  l e n g t h s  o f  t r i c h l o r o a c e t i c  a c i d  ( T C A ) -  
s o l u b l e  p e p t i d e s  a n d  a m i n o  a c i d s  w e r e  g r e a t e r .  J a g o  
( 1 9 6 2 )  s h o w e d  t h a t  d i f f e r e n c e s  b e t w e e n  " b i t t e r "  a n d  " n o n ­
b i t t e r "  s t r a i n s  w a s  n o t  d u e  t o .  t h e i r  d i f f e r e n t  
p r o t e o l y t i c  a c t i v i t i e s  t o w a r d s  m i l k  p r o t e i n s ,  b u t  t o  t h e  
i n a b i l i t y  o f  " b i t t e r "  s t r a i n s  t o  h y d r o l y s e  t h e  b i t t e r  
p e p t i d e s  p r o d u c e d  b y  r e n n e t .  S u b s e q u e n t l y ,  G o r d o n  a n d  
S p e c k  ( 1 9 6 5 a , b )  f o u n d  t h a t  i n  m i l k ,  " b i t t e r "  s t r a i n s  o f  
S t r e p t o c o c c u s  c r e m o r i s  p o s s e s s e d  g r e a t e r  p r o t e o l y t i c  
a c t i v i t y  t h a n  " n o n - b i t t e r "  s t r a i n s .
Y a m a m o t o  a n d  Y o s h i t a k e  ( 1 9 6 2 )  d e m o n s t r a t e d  t h e  
p r o t e o l y t i c  f u n c t i o n  o f  s t a r t e r  o r g a n i s m s  i n  c h e e s e -
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r i p e n i n g  b y  c o m p a r i n g  t h e  n u m b e r  a n d  a m o u n t  o f  f r e e  a m i n o  
a c i d s  p r o d u c e d  i n  c h e e s e s  m a d e  w i t h  a n d  w i t h o u t  s t a r t e r .  
T h e y  f o u n d  t h a t  c h e e s e s  m a d e  w i t h  s t a r t e r s  h a d  h i g h e r  
a m i n o  a c i d  c o n t e n t  t h a n  n o n - s t a r t e r  c h e e s e s .
G o r d o n  a n d  S p e c k  ( 1 9 6 5 a )  s t u d i e d  t h e  a b i l i t y  o f  
S t r e p t o c o c c u s  c r e mo r i s  t o  p r o d u c e  b i t t e r n e s s  i n  m i l k .  
S t r a i n  HP d e v e l o p e d  b i t t e r n e s s  f r o m  t h e  c a s e i n  c o m p o n e n t  
o f  m i l k .  T h i s  s t r a i n  a l s o  p r o d u c e d  m o r e  T C A - s o l u b l e  
n i t r o g e n  a t  2 2  a n d  3 2 ° C  t h a n  n o n - b i t t e r  s t r a i n s ,  a n d  
f u r t h e r m o r e ,  t h e  b i t t e r  s t r a i n  s h o w e d  c o n t i n u e d  
p r o t e o l y t i c  a c t i v i t y  a f t e r  t h e  v i a b l e  p o p u l a t i o n  d e c l i n e d .  
T h u s ,  p r o t e o l y t i c  e n z y m e s  r e l e a s e d  b y  c e l l s  w e r e  c a p a b l e  
o f  c o n t i n u e d  a c t i o n  o n  m i l k  c a s e i n ;  r e n n e t  w a s  n o t  e s s e n ­
t i a l  f o r  p r o d u c t i o n  o f  b i t t e r n e s s  i n  m i l k .  H a r w a l k a r  a n d  
S e i t z  e x t r a c t e d  b i t t e r  f l a v o r  c o m p o n e n t s  f r o m  s k i m  m i l k  
c u l t u r e s  o f  S t r e p t o c o c c u s  c r e m o r i s ; c a s e i n  w a s  e s s e n t i a l  
f o r  p r o d u c t i o n  o f  t h e  b i t t e r n e s s .
L a w r e n c e  a n d  G i l l e s  ( 1 9 6 9 )  r e p o r t e d  t h a t  " s l o w "  
s t a r t e r  n e v e r  g a v e  b i t t e r  c h e e s e  e v e n  w h e n  t h e y  w e r e  
n e c e s s a r y  t o  p r o d u c e  a  h i g h  r a t e  o f  a c i d  p r o d u c t i o n  o r  
w h e r e  t h e  s a l t - i n - m o i s t u r . e  l e v e l  a n d  pH w o u l d  a l m o s t  c e r ­
t a i n l y  r e s u l t  i n  b i t t e r n e s s  w h e n  a  " f a s t "  s t a r t e r  w a s  
u s e d .  A l s o  r e p o r t e d  e a r l i e r  t h a t  c e r t a i n  s t r a i n s  o f  b o t h  
S t r e p t o c o c c u s  c r e m o r i s  a n d  S t r e p t o c o c c u s  l a c t i s  m a y  
p r o d u c e  b i t t e r n e s s  i n  c h e e s e .  T h i s  c o n t r a d i c t e d  e a r l i e r  
r e p o r t s  t h a t  o n l y  S t r e p t o c o c c u s  c r e m o r i s  w a s  i n v o l v e d  i n  
b i t t e r n e s s .
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L a w r e n c e  a n d  P e a r c e  ( 1 9 6 8 )  r e p o r t e d  t h a t  c e r t a i n  
s i n g l e - s t r a i n  s t a r t e r s ,  e . g . ,  c o d e d  AMj_ a n d  AM2 w h i c h  h a d  
s l o w e r  t h a n  n o r m a l  a c i d  p r o d u c t i o n  r a t e s  a l w a y s  g a v e  
g o o d - f l a v o r e d  C h e d d a r  c h e e s e  f r e e  f r o m  b i t t e r n e s s  u n d e r  
n o r m a l  c o m m e r c i a l  c o n d i t i o n s .
S u l l i v a n  a n d  J a g o  ( 1 9 7 0 a )  h y p o t h e s i z e d  t h a t  
b i t t e r n e s s  r e s u l t e d  f r o m  t h e  f o r m a t i o n  o f  
p y r r o l i d o n e c a r b o x y l i c  a c i d  (PCA,  w h i c h  i s  a  c y c l i c  f o r m  
o f  g l u t a m i c  a c i d )  a t  t h e  N - t e r m i n a l  e n d  o f  a  h y d r o p h o b i c  
p e p t i d e  d e r i v e d  f r o m  c a s e i n  d u r i n g  p r o t e o l y s i s .  A l s o ,  
t h e y  s u g g e s t e d  t h a t  n o n - b i t t e r  c u l t u r e s  m a y  p o s s e s s  t h e  
e n z y m e  p y r r o l i d o n e c a r b o x y l  p e p t i d a s e  ( PCP)  t o  h y d r o l y z e  
t h e  p e p t i d e  b o n d  j o i n i n g  PCA r e s i d u e s  t o  t h e  r e m a i n d e r  o f  
t h e  p e p t i d e s  a n d  p r o t e i n s .  I n  s u p p o r t  o f  t h i s  i d e a ,  
t h e s e  a u t h o r s  s u b s e q u e n t l y  s h o w e d  ( 1 9 7 0 b )  t h a t  S t r e p t o ­
c o c c u s  c r e mo r i s  M L I ,  a  s t r a i n  w h i c h  p r o d u c e s  n o n - b i t t e r  
c h e e s e ,  c o n t a i n e d  P C P  a c t i v i t y ;  c e l l  f r e e  e x t r a c t s  
l i b e r a t e d  f r e e  PCA w h e n  i n c u b a t e d  i n  t h e  p r e s e n c e  o f  t w o  
d i f f e r e n t  s y n t h e t i c  PCA c o n t a i n i n g  p e p t i d e s .
T h e  New Z e a l a n d  w o r k e r s  ( L o w r i e  a n d  L a w r e n c e ,  1 9 7 2 ;  
L a w r e n c e  e t  a l . ,  1 9 7 8 )  s u g g e s t e d  t h a t  t h e  s t a r t e r  s t r e p ­
t o c o c c i  a r e  p r e d o m i n a n t l y  r e s p o n s i b l e  f o r  d e v e l o p m e n t  o f  
b i t t e r n e s s  i n  c h e e s e .  T h e  m e c h a n i s m  c o n s i s t e d  o f  t h r e e  
m a j o r  s t e p s  d e p i c t e d  i n  t h e i r  m o d e l .
1 .  D e g r a d a t i o n  o f  c a s e i n  b y  r e n n e t  t o  p r o d u c e  
a  p o o l  o f  h i g h  m o l e c u l a r  w e i g h t  p e p t i d e s  
w h i c h  a r e  m o s t l y  n o n - b i t t e r .
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2 .  Some  o f  t h e s e  p e p t i d e s  a r e  h y d r o l y z e d  b y  
t h e  p r o t e a s e s  o f  s t a r t e r  s t r e p t o c o c c i  t o  
l o w  m o l e c u l a r  w e i g h t  p e p t i d e s  w h i c h  a r e  
b i t t e r .
3 .  T h e  t h i r d  s t a g e  c o n c e r n s  f u r t h e r  d e g r a d a ­
t i o n  t o  n o n - b i t t e r  p e p t i d e s  a n d  a m i n o  
a c i d s  b y  p e p t i d a s e s  o f  s t a r t e r  s t r e p t o ­
c o c c i .
T h e  e s s e n t i a l  f e a t u r e  o f  t h i s  h y p o t h e s i s  i s  t h a t  a l l  
s t a r t e r  s t r e p t o c o c c i  a r e  p o t e n t i a l l y  b i t t e r  a n d  n o n ­
b i t t e r .  T h e  p r e s e n c e  o r  a b s e n c e  o f  b i t t e r n e s s  d e p e n d s  o n  
t h e  i n f l u e n c e  o f  m a n u f a c t u r i n g  c o n d i t i o n s  o n  p a r t i c u l a r  
s t a r t e r  s t r a i n s .
T h e  u s e  o f  c u l t u r e s  c o n t a i n i n g  d i f f e r e n t  p r o p o r t i o n s  
o f  p r o t e i n a s e  p o s i t i v e  ( p r t + ) a n d  p r o t e i n a s e  n e g a t i v e  
( p r t ~ )  v a r i a n t s  i n  C h e d d a r  c h e e s e  m a k i n g  h a s  a l l o w e d  t h e  
l e v e l  o f  s t a r t e r  p r o t e i n a s e  t o  b e  v a r i e d  w h i l e  k e e p i n g  
t h e  t o t a l  c o n c e n t r a t i o n  o f  s t a r t e r  c e l l s  i n  t h e  c u r d  a t  
s a l t i n g  c o n s t a n t .  C h e e s e s  w i t h  4 5 - 7 5 %  p r t -  c e l l s  
d e v e l o p e d  s i g n i f i c a n t l y  l e s s  b i t t e r n e s s  t h a n  c h e e s e s  
c o n t a i n i n g  o n l y  p r t + c e l l s ,  t h u s  p r o v i d i n g  d i r e c t  
e v i d e n c e  t h a t  t h e  l e v e l  o f  s t a r t e r  p r o t e i n a s e  h a s  a  r o l e  
i n  b i t t e r n e s s  d e v e l o p m e n t  i n  C h e d d a r  c h e e s e  ( M i l l s  a n d  
T h o m a s ,  1 9 8 0 ) .
I n  c h e e s e ,  t h e s e  b i t t e r  p e p t i d e s  a r e  a p p a r e n t l y  
d e g r a d e d  t o  n o n - b i t t e r  p r o d u c t s  b y  t h e  s t a r t e r  
s t r e p t o c o c c i  d u r i n g  t h e  r i p e n i n g  p e r i o d .  H o w e v e r ,  s o m e  
s t a r t e r  s t r a i n s  ( d e s c r i b e d  a s  " b i t t e r ” ) a r e  u n a b l e  t o  
r e m o v e  t h e  b i t t e r  w h i c h  t h u s  p e r s i s t ,  g i v i n g  t h e  c h e e s e  a
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b i t t e r  t a s t e  ( E m m o n s ,  M c G u g a n ,  E l l i o t t  a n d  M o r s e ,  1 9 6 2 a ;  
E m m o n s ,  M c G u g a n ,  E l l i o t t  a n d  M o r s e ,  1 9 6 2 b ;  L a w r e n c e  a n d  
P e a r c e ,  1 9 6 8 ;  L a w r e n c e  a n d  G i l l e s ,  1 9 6 9 ) .
2 .  ) I n f l u e n c e  o f  R e n n e t  o n  B i t t e r n e s s
I n  r e f e r r i n g  t o  t h e  u s e  o f  m i c r o b i a l  r e n n e t s  i n  
c h e e s e - m a k i n g ,  K i k u c h i  a n d  T o y o d a  ( 1 9 7 0 )  m e n t i o n e d  t h e  
b i t t e r  t a s t e  f r e q u e n t l y  f o u n d  i n  c h e e s e  m a d e  w i t h  
m i c r o b i a l  r e n n e t s  p r o d u c e d  b y  Mu c o r  p u s i l l u s  1 i n d t  a n d  
B a c i 1 l u s  p o l y m y x a  a n d  s u g g e s t e d  t h a t  t h e  f o r m a t i o n  o f  
b i t t e r n e s s  w a s  a n  i n h e r e n t  c h a r a c t e r i s t i c  o f  t h e  e n z y m e s  
a n d  t h a t  m o r e  s a t i s f a c t o r y  c h e e s e  q u a l i t y  m i g h t  b e  
o b t a i n e d  b y  m o d i f y i n g  t h e  m a n u f a c t u r i n g  m e t h o d s  t o  s u i t  
t h e  m i c r o b i a l  c o a g u l a n t s .
L a w r e n c e  a n d  G i l l e s  ( 1 9 7 1 )  r e f e r r e d  t o  t r i a l s  i n  New 
Z e a l a n d  w h i c h  s h o w e d  t h a t  b i t t e r n e s s  s c o r e s  i n  C h e d d a r  
c h e e s e  m a d e  w i t h  " f a s t "  s i n g l e - s t r a i n  s t a r t e r s  H P ,  M L S ,  
Z 8 , BAj_,  E 8 a n d  ML^ w e r e  d i r e c t l y  p r o p o r t i o n a l  t o  t h e  
a m o u n t  o f  r e n n e t  a d d e d .  T h e  s a m e  w o r k e r s  r e p o r t e d  t h a t  2 
t o  3 - f o l d  i n c r e a s e  i n  t h e  a m o u n t  o f  r e n n e t  c a u s e d  n o  
i n c r e a s e  i n  b i t t e r n e s s  w h e n  " s l o w "  s t a r t e r s  AM-^, AM2 a n d  
U S 3 w e r e  u s e d .
L a w r e n c e  a n d  G i l l e s  ( 1 9 7 1 )  a l s o  f o u n d  t h a t  t h e  
b i t t e r n e s s  o f  c h e e s e  m a n u f a c t u r e d  w i t h  t h e  b i t t e r  s t r a i n s  
w a s  d i r e c t l y  p r o p o r t i o n a l  t o  t h e  a m o u n t  o f  r e n n e t  u s e d .  
T h i s  w a s  i n  c o n t r a s t  t o  c h e e s e  m a n u f a c t u r e d  w i t h  t h e  
n o n - b i t t e r  s t r a i n s  a s  a 2 o r  3 f o l d  i n c r e a s e  i n  t h e
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a m o u n t  o f  r e n n e t  u s e d .  T h i s  d i d  n o t  p r o d u c e  a  b i t t e r  
c h e e s e .  L a w r e n c e  a n d  G i l l e s  ( 1 9 7 1 )  p u t  f o r w a r d  t h e  
p r a c t i c a l  s u g g e s t i o n  t h a t  t h e  a m o u n t  o f  r e n n e t  u s e d  i n  
C h e d d a r  c h e e s e  m a k i n g  c o u l d  b e  l o w e r e d  b y  a b o u t  20% s o  
r e d u c i n g  t h e  t e n d e n c y  t o  b i t t e r n e s s  b y  r a i s i n g  t h e  
t e m p e r a t u r e  o f  m i l k  a t  r e n n e t  a d d i t i o n  b y  1 - 2 ° F .
O h m i y a  a n d  S a t o  ( 1 9 7 2 )  c o n c l u d e d  t h a t  r e n n i n  
c o n t r i b u t e d  l e s s  t o  h y d r o l y s i s  t h a n  s t a r t e r  e n z y m e s .
L a w r e n c e ,  C r e a m e r ,  G i l l e s  a n d  M a r t l e y  ( 1 9 7 2 )  c o n ­
f i r m e d  t h a t  t h e  d e g r e e  o f  b i t t e r  f l a v o r  p r o d u c e d  i n  
C h e d d a r  c h e e s e  m a d e  w i t h  " f a s t "  a c i d  p r o d u c i n g  s t a r t e r s  
a n d  c a l f  v e i l  r e n n e t  w a s  a p p r o x i m a t e l y  r e l a t e d  t o  t h e  
a m o u n t  o f  r e n n e t  u s e d .  I t  i s  i n t e r e s t i n g  t o  n o t e  t h a t  
t h e  s a m e  w o r k e r s  f o u n d  t h a t  " f a s t "  s t a r t e r s  p r o d u c e d  l e s s  
b i t t e r n e s s  w i t h  c o a g u l a n t  d e r i v e d  f r o m  M u c o r  m i c c h e i  
( m i c r o b i a l  r e n n e t  w h i c h  i s  c a l l e d  R e n n i l a s e )  t h a n  c a l f  
r e n n e t .  H o w e v e r ,  a l l  m i c r o b i a l  r e n n e t s  w e r e  n o t  a l i k e  i n  
t h i s  r e s p e c t  a s  a n o t h e r  m i c r o b i a l  r e n n e t  w a s  f o u n d  t o  
p r o d u c e  b i t t e r  c h e e s e  e v e n  w i t h  n o n - b i t t e r  s t a r t e r  ( J a g o ,
1 9 7 4 ) .
3 . )  I n f l u e n c e  o f  Ch e e s e m a k i n q  C o n d i t i o n s
A . ) P a s t e u r i z a t i o n  Te mp e r a t u r e  o f  M i l k  
L a w r e n c e  a n d  G i l l e s  ( 1 9 6 9 )  i d e n t i f i e d  i n  t h e i r  
a n a l y s i s  o n  c h e e s e  m a d e  a t  t h e  NZ D R I  o v e r  t h e  p e r i o d  
1 9 5 7 - 6 9 ,  t h a t  t h e  u s e  o f  m o r e  v i g o r o u s  h e a t  t r e a t m e n t  
c o n d i t i o n s  ( i . e . ,  7 2 . 2 ° C  f o r  15  s e c )  i n t r o d u c e d  i n  1 9 6 1 / 2
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i n  p l a c e  o f  a  f l a s h  h e a t  t r e a t m e n t  l e d  t o  a n  i n c r e a s e d  
i n c i d e n c e  o f  b i t t e r n e s s  w i t h  s t a r t e r  HP .  I n  e x p l a i n i n g  
t h i s ,  t h e y  s u g g e s t e d  t h a t  t h e  l o w e r  h e a t  t r e a t m e n t  
c o n d i t i o n s  i n  u s e  p r e v i o u s l y  h a d  a l l o w e d  a  s i g n i f i c a n t  
n u m b e r  o f  b a c t e r i a  t o  s u r v i v e  i n  t h e  m i l k  a n d  d e v e l o p  e n d  
p r o d u c t s  w h i c h  m a s k e d  t h e  b i t t e r n e s s .
D u l l e y  ( 1 9 7 4 )  f o u n d  t h a t  w h e n  m i l k  w a s  p a s t e u r i z e d  
a t  7 3 ° C  f o r  1 5  s e c ,  a p p r o x i m a t e l y  t w i c e  t h e  r e n n e t  w a s  
r e t a i n e d  i n  t h e  r e s u l t i n g  c h e e s e  c o m p a r e d  w i t h  r a w  m i l k  
c h e e s e  o r  t h a t  m a d e  f r o m  m i l k  p a s t e u r i z e d  a t  6 5 ° C  f o r  15 
s e c .  T h e  p r e s e n c e  o f  h i g h e r  l e v e l s  o f  r e n n e t  m i g h t  c a u s e  
a  h i g h e r  l e v e l  o f  b i t t e r n e s s  i n  t h e  c h e e s e  m a d e  f r o m  t h e  
m i l k  h e a t  t r e a t e d  a t  t h e  h i g h e r  t e m p e r a t u r e .
S t a d h o u d e r s  a n d  Hu p  ( 1 9 7 5 )  r e p o r t e d  t h a t  c h e e s e  m a d e  
f r o m  m o r e  i n t e n s i v e l y  p a s t e u r i z e d  m i l k  { 8 2  v s .  7 4 ° C  f o r  
1 0  s e c )  h a d  a  h i g h e r  r e n n e t  c o n t e n t  a n d  a  h i g h e r  s c o r e  
f o r  b i t t e r n e s s  t h a n  c h e e s e  m a d e  f r o m  m i l k  s u b j e c t e d  t o  a  
l o w e r  h e a t  t r e a t m e n t .  A l s o . ,  t h e y  r e p o r t e d  t h a t  r e n n e t  
c o n t e n t  a n d  b i t t e r n e s s  w e r e  b o t h  i n c r e a s e d  b y  ( i )  l o w e r  
pH i n  t h e  c h e e s e  m i l k ,  d u e  t o  p o o r  q u a l i t y  o r  t o  
r i p e n i n g ,  ( i i )  l o w e r  c o o k i n g  t e m p e r a t u r e  i n  t h e  r a n g e  3 0 -  
3 8 ° C ,  o r  ( i i i )  l o w e r  s a l t  c o n t e n t .  S t a d h o u d e r s  e t  a l .  
( 1 9 7 7 )  h a v e  o f f e r e d  a  m u c h  n e e d e d  a c c u r a t e  m e t h o d  t o  
m e a s u r e  r e n n e t  c o n t e n t .
65
B . ) C o o k i n g
L o w r i e ,  L a w r e n c e ,  P e a r c e  a n d  R i c h a r d s  ( 1 9 7 2 )  
i n d i c a t e d  t h e  s c a l d  t e m p e r a t u r e  u s e d  i n  c h e e s e - m a k i n g  
a f f e c t e d  t h e  l e v e l  o f  b i t t e r n e s s  i n  c h e e s e .  T h e  h i g h e r  
c o o k i n g  t e m p e r a t u r e s  o f  3 9 . 4 ° C  g a v e  c h e e s e  w h i c h  w a s  l e s s  
b i t t e r  t h a n  t h e  c o n t r o l  ( 3 7 . 8 ° C ) .
I t  i s  c l e a r  t h a t  s t a r t e r  b a c t e r i a  h a v e  a d i r e c t  r o l e  
i n  b i t t e r n e s s  d e v e l o p m e n t  i n  C h e d d a r  c h e e s e  s i n c e  u s e  o f  
h i g h e r  c o o k i n g  t e m p e r a t u r e s  l e a d i n g  t o  r e l a t i v e l y  l o w  
c e l l  d e n s i t i e s  r e d u c e d  b i t t e r n e s s  d e v e l o p m e n t  ( L o w r i e  e t  
a l . ,  1 9 7 2 ) .  A l o w e r  c e l l  d e n s i t y  i n  t h e  c h e e s e  w i l l  
r e s u l t  i n  r e d u c e d  l e v e l s  o f  b o t h  c e l l  w a l l - a s s o c i a t e d  
s t a r t e r  p r o t e i n a s e  ( T h o m a s  e t  a l . ,  1 9 7 4 ;  E x t e r k a t e ,  1 9 7 5 )  
a n d  i n t e r c e l l u l a r  p r o t e i n a s e s  a n d  p e p t i d a s e s  ( E x t e r k a t e ,
1 9 7 5 ) .  I t  i s  p r e s u m e d  t h a t  s t a r t e r  b a c t e r i a  l y s e  d u r i n g  
c h e e s e  r i p e n i n g  a n d  t h e  i n t r a c e l l u l a r  e n z y m e s  a r e  
r e l e a s e d  i n t o  t h e  c u r d  m a t r i x .
As  h i g h e r  c o o k i n g  t e m p e r a t u r e s  a r e  u s e d ,  s o  t h e  f r e ­
q u e n c y  a n d  i n t e n s i t y  o f  b i t t e r  f l a v o r  d e v e l o p e d  i n  t h e  
c h e e s e  i s  l o w e r e d .  T h i s  h o l d s  t r u e  w h e n  c o o k i n g  t e m p e r a ­
t u r e s  v a r y  f r o m  3 5 - 3 9 ° C  ( e . g . ,  C h e d d a r  c h e e s e ) .  T h e  
p h e n o m e n o n  i s  e x p l a i n e d  b y  t h e  r e d u c e d  a m o u n t  o f  r e n n e t  
r e t a i n e d  i n  c h e e s e  w h e n  a  h i g h e r  c o o k i n g  t e m p e r a t u r e  i s  
a p p l i e d .  A b o v e  c o o k i n g  t e m p e r a t u r e s  o f  3 5 ° C  ( 3 5 - 3 9 ° C )  i n  
a d d i t i o n  t o  t h e  r e d u c e d  r e n n e t  c o n t e n t ,  t h e  d e c r e a s e d  
m a x i m u m  n u m b e r  o f  s t r e p t o c o c c i  a n d  t h e  d e c r e a s e d  c o n t e n t
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o f  t h e i r  p r o t e a s e s  p r o d u c i n g  b i t t e r  p e p t i d e s  ( i f  p r e s e n t )  
m a y  a l s o  b e  c o n s i d e r e d  t o  b e  t h e  c a u s e  o f  t h e  r e d u c e d  
b i t t e r  f l a v o r  ( E x t e r k a t e ,  1 9 7 6 a , b ) .
C . ) p H ,  S a l t ,  M o i s t u r e
B i t t e r n e s s  h a s  b e e n  o b s e r v e d  m o s t  f r e q u e n t l y  i n  
c h e e s e  o f  l o w  pH ( C z u l a k ,  1 9 5 9 ;  E m m o n s  e t  a l . ,  1 9 6 2 b ;  
L a w r e n c e  a n d  G i l l e s ,  1 9 6 9 ) .
O n e  o f  t h e  m o s t  i m p o r t a n t  f i n d i n g s  b y  L a w r e n c e  a n d  
G i l l e s  ( 1 9 6 9 )  w a s  t h a t  i n  t h e  c a s e  o f  c h e e s e  m a d e  w i t h  HP 
d u r i n g  t h e  p e r i o d  1 9 6 4 - 6 8 ,  t h e  a v e r a g e  s a l t - i n - m o i s t u r e  
l e v e l s  o f  t h e  n o n - b i t t e r  c h e e s e  w e r e  c o n s i d e r a b l y  h i g h e r  
t h a n  t h o s e  i n  b i t t e r  c h e e s e  o f  t h e  s a m e  a c i d i t y  a b o v e  a n d  
b e l o w  pH l e v e l  4 . 9 5 .
L a w r e n c e  a n d  G i l l e s  ( 1 9 6 9 )  s t u d y i n g  b i t t e r n e s s  i n  
N e w  Z e a l a n d  C h e d d a r  c h e e s e  o v e r  1 0  y e a r s  n o t e d  t h a t  t h e  
d e f e c t  w a s  d e p e n d e n t  o n  t w o  m a i n  f a c t o r s ,  t h e  r a t e  o f  
a c i d  p r o d u c t i o n  a n d  t h e  " s a 1 t - i n - m o i s t u r e "  l e v e l .  T h e y  
n o t e d  t h a t  f a s t  a c i d  p r o d u c t i o n  o f  S t r e p t o c o c c u s  l a c t i s  
a n d  S t r e p t o c o c c u s  c r e m o r i s  s t r a i n s  h a d  a  t e n d e n c y  t o  
y i e l d  b i t t e r  c h e e s e .  A l s o ,  w h e t h e r  o r  n o t  b i t t e r n e s s  w a s  
p r o d u c e d  b y  a  f a s t  s t a r t e r  w a s  d e t e r m i n e d  b y  t h e  s a l t - i n -  
m o i s t u r e  l e v e l  a n d  t o  a l e s s e r  e x t e n t  b y  t h e  pH o f  t h e  
c h e e s e  a t  1 4  d .  T h e y  s u g g e s t e d  t h a t  s t a r t e r  p r o t e i n a s e  
a n d  r e n n e t  a c t i v i t y  w e r e  r e l a t e d  t o  t h e  s o l u b i l i t y  o f  
p a r a c a s e i n  a t  a  s p e c i f i c  s a l t  c o n c e n t r a t i o n  a n d  p H.  I n  
f o l l o w - u p  s t u d i e s ,  L a w r e n c e  e t  a l .  ( 1 9 7 0 )  s t u d i e d  t h e
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i n f l u e n c e  o f  t y p e  o f  s t a r t e r  a n d  m a n u f a c t u r i n g  c o n d i t i o n s  
o n  b i t t e r n e s s  i n  C h e d d a r  c h e e s e  s t a r t e r s  w h i c h  y i e l d e d  
t h e  b e s t  f l a v o r e d  c h e e s e .  T h e  b e s t  s t a r t e r s  w e r e  s l o w e r  
a c i d - p r o d u c i n g  t y p e s  r e q u i r i n g  a b o u t  6 . 5  h .  f r o m  s e t  t o  
s a l t ,  w h i l e  f a s t e r  s t r a i n s  ( 4 . 5  t o  5 h .  f r o m  s e t  t o  s a l t )  
h a d  a  t e n d e n c y  t o  p r o d u c e  b i t t e r  c h e e s e .  By  c o m b i n i n g  
s l o w  a n d  f a s t  s t r a i n s  ( 2 : 1 , r e s p e c t i v e l y )  t h e  i n c i d e n c e  
o f  b i t t e r n e s s  w a s  a c c e p t a b l y  r e d u c e d .
A r e p o r t  b y  F o x  a n d  W a l l e y  ( 1 9 7 1 )  h e l p s  t o  e x p l a i n  
t h e  r o l e  o f  s a l t  i n  p r e v e n t i n g  b i t t e r n e s s  i n  C h e d d a r  
c h e e s e .  S u l l i v a n  e t  a l .  ( 1 9 7 1 )  r e c e n t l y  d e m o n s t r a t e d  a n  
e f f e c t  o f  pH o n  t h e  a b i l i t y  o f  " b i t t e r "  a n d  " n o n - b i t t e r "  
s t r a i n s  t o  r e m o v e  b i t t e r n e s s  f r o m  b i t t e r  p e p t i d e s  
e x t r a c t e d  f r o m  t r y p t i c  h y d r o l y s a t e s  o f  c a s e i n .  T h e y  
r e p o r t e d  t h a t  s t r a i n  HP ( B i t t e r )  o f  S t r e p t o c o c c u s  
c r e m o r i s  w a s  u n a b l e  t o  r e d u c e  t h e  l e v e l  o f  b i t t e r n e s s  i n  
t h e  b i t t e r  p e p t i d e  e x t r a c t  a t  pH v a l u e s  b e l o w  5 . 5 ,  w h i l e  
s t r a i n  M L I  ( N o n - b i t t e r )  c o u l d  d o  s o  a t  a l l  pH v a l u e s  
a b o v e  4 . 5 .  T h i s  r e p o r t  p r o v i d e s  e v i d e n c e  t h a t  pH i s  a  
d e t e r m i n i n g  f a c t o r  i n  t h e  d e g r a d a t i o n  o f  b i t t e r  p e p t i d e s  
b y  i n d i v i d u a l  s t r a i n s  o f  s t a r t e r  s t r e p t o c o c c i .
W h e n  t h e  i n i t i a l  pH o f  t h e  c h e e s e  m i l k  i s  d e c r e a s e d ,  
m o r e  r e n n e t  r e m a i n s  i n  t h e  c h e e s e  a n d  t h e r e  i s  m o r e  
c h a n c e  f o r  b i t t e r  f l a v o r  t o  d e v e l o p .  A l o w e r  i n i t i a l  pH 
m a y  o c c u r  i n  p r a c t i c e  w h e n  t h e  m i l k  i s  o f  i n f e r i o r  
q u a l i t y  a n d  a c i d  f o r m a t i o n  h a s  t a k e n  p l a c e ,  w h e n  t h e  m i l k
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i s  p r e r i p e n e d  w i t h  s t a r t e r  o r  w h e n  a  l a r g e r  a m o u n t  o f  
s t a r t e r  h a s  b e e n  u s e d .  A n o t h e r  e x p l a n a t i o n  m a y  b e  t h a t  
t h e  l o w  pH h a s  c h a n g e d  t h e  c a l c i u m  p h o s p h a t e / c a s e i n  
c o m p l e x  s o  t h a t  b i t t e r  p e p t i d e s  a r e  m o r e  e a s i l y  p r o d u c e d  
f r o m  i t .  S a l t  r e d u c e s  t h e  i n t e n s i t y  o f  b i t t e r  f l a v o r  
d e v e l o p m e n t  i n  G o u d a  c h e e s e  a n d  a  h i g h e r  r i p e n i n g  
t e m p e r a t u r e  w a s  f o u n d  t o  p r o m o t e  i t  { E x t e r k a t e ,  1 9 7 6 a , b ) .
D . ) B a c t e r i o p h a g e
An i n t e r e s t i n g  c o m m e n t  w a s  m a d e  b y  L a w r e n c e  a n d  
G i l l e s  ( 1 9 7 3 )  o n  t h e  r o l e  o f  b a c t e r i o p h a g e  i n  d e t e r m i n i n g  
c h e d d a r  c h e e s e  f l a v o r .  T h i s  w o r k  s h o w e d  t h a t  w h e n  
" b i t t e r "  s t a r t e r s  ( e . g . ,  N.  Z .  s i n g l e - s t r a i n  s t a r t e r s  HP 
a n d  Zg)  w e r e  u s e d  o n  t w o  o r  m o r e  c o n s e c u t i v e  d a y s ,  a l m o s t  
w i t h o u t  e x c e p t i o n  c h e e s e  m a d e  o n  t h e  f i r s t  d a y  w a s  m o r e  
b i t t e r  a n d  l e s s  a c c e p t a b l e  i n  f l a v o r  a t  s i x  m o n t h s  o f  a g e  
t h a n  c h e e s e  m a d e  o n  t h e  f o l l o w i n g  d a y .  T h i s  s u g g e s t e d  
t h a t  b a c t e r i o p h a g e  w a s  r e s p o n s i b l e  f o r  t h e  l o n g e r  t i m e s  
o f  m a n u f a c t u r e  o n  t h e  s u b s e q u e n t  d a y s  a n d  t h a t  b y  
r e d u c i n g  s t a r t e r  n u m b e r s  b y  a  h i g h  l e v e l  o f  b a c t e r i o p h a g e  
p r e v e n t e d  o r  r e d u c e d  t h e  c h a n c e  o f  c h e e s e  b e i n g  b i t t e r  
a n d  u n a c c e p t a b l e .
T h e  N e w  Z e a l a n d  w o r k e r s ,  L o w r i e ,  L a w r e n c e ,  P e a r c e  
a n d  R i c h a r d s  ( 1 9 7 2 )  a n d  l a t e r  L o w r i e ,  L a w r e n c e  a n d  
P e b e r d y  ( 1 9 7 4 )  c o n f i r m e d  t h e  i m p o r t a n c e  o f  b a c t e r i o p h a g e  
i n f e c t i o n  i n  r e s t r i c t i n g  t h e  d e v e l o p m e n t  o f  b i t t e r n e s s  by  
s t a r t e r s .  B a c t e r i o p h a g e  c o n t a m i n a t i o n  d u r i n g  c h e e s e
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m a k i n g  a t  l e v e l s  w h i c h  r e s t r i c t e d  s t a r t e r  g r o w t h  i n  t h e  
f i n a l  s t a g e s  o f  m a n u f a c t u r e  w i t h o u t  m a r k e d l y  a f f e c t i n g  
a c i d  p r o d u c t i o n  h a d  a s t r i k i n g  e f f e c t  o n  c h e e s e  f l a v o r ,  
e s p e c i a l l y  i n t e n s i t y  o f  b i t t e r n e s s  ( L o w r i e ,  1 9 7 6 ) .
C o n t r o l  o f  B i t t e r n e s s  L e v e l s  i n  C h e e s e
J a g o  ( 1 9 7 4 )  c o n c l u d e d  f r o m  e v i d e n c e  o b t a i n e d  b y  a  
n u m b e r  o f  w o r k e r s  t h a t  b i t t e r n e s s  i n  c h e e s e  w a s  d u e  t o  
t h e  f o r m a t i o n  o f  b i t t e r  p e p t i d e s  c l e a v e d  f r o m  c a s e i n  
t h r o u g h  t h e  a c t i o n  o f  p r o t e o l y t i c  e n z y m e s  o f  s t a r t e r  
b a c t e r i a  a n d  r e n n e t .  I n  h i s  v i e w ,  t h e  c o n t r o l  o f  
b i t t e r n e s s  i n v o l v e s  r a e t h o  . s  t o  r e d u c e  t h e  p r o t e o l y t i c  
a c t i v i t y  i n  t h e  c h e e s e  s o  t h a t  t h e  b i t t e r  p e p t i d e s  
p r o d u c e d  d o  n o t  e x c e e d  t h e  t h r e s h o l d  l e v e l  n e c e s s a r y  t o  
r e s u l t  i n  a  b i t t e r  t a s t e .  B r e a k d o w n  o f  b i t t e r  p e p t i d e s  
t o  n o n - b i t t e r  p r o d u c t s  i s  a l s o  a  f a c t o r  i n  d e t e r m i n i n g  
t h e  c o n c e n t r a t i o n  o f  b i t t e r  p e p t i d e s  i n  c h e e s e  b u t  s o  
f a r ,  t h e r e  d i d  n o t  a p p e a r  t o  b e  a n y  m e t h o d  w h i c h  c o u l d  b e  
e a s i l y  a p p l i e d  t o  i n c r e a s e  t h e  d e g r a d a t i o n  o f  b i t t e r  
p e p t i d e s  i n  c h e e s e .
T o  r e d u c e  p r o t e o l y t i c  a c t i v i t y  i n  c h e e s e  s o  t h a t  
b i t t e r n e s s  i s  n o t  f o r m e d ,  J a g o  ( 1 9 7 4 )  s u g g e s t e d  s e v e r a l  
m e a s u r e s :
( a )  L i m i t  t h e  s t a r t e r  c e l l  p o p u l a t i o n  i n  t h e  c u r d  
by u s i n g  s t a r t e r  s t r a i n s  whose g r o w th  was 
r e s t r i c t e d  by  t h e  s c a l d  t e m p e r a t u r e s  u s e d  i n  
t h e  p r o c e s s .
( b )  R e d u c e  t h e  a m o u n t  o f  r e n n e t  r e q u i r e d  b y  
i n c r e a s i n g  t h e  c o a g u l a t i o n  t e m p e r a t u r e  1 - 2 ° C .
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( c )  P r o d u c e  a  h i g h  pH a n d  a  h i g h  s a l t - i n - m o i s t u r e  
l e v e l  i n  t h e  c h e e s e .
T o  o b t a i n  t h e  r e q u i r e d  a c i d  p r o d u c t i o n  r a t e  b y  h e a t -
s e n s i t i v e  ( n o n - b i t t e r )  s t a r t e r s ,  J a g o  ( 1 9 7 4 )  s u g g e s t e d
e i t h e r  u s i n g  l a r g e r  a m o u n t s  o f  i n o c u l u m  o r  t h e
c o m b i n a t i o n  i n  t h e  v a t  o f  h e a t - r e s i s t a n t  ( b i t t e r )  s t r a i n s
a n d  n o n - b i t t e r  s t r a i n s  i n  t h e  r a t i o  o f  o n e  p a r t  b i t t e r  t o
t w o  p a r t s  n o n - b i t t e r .
L a w r e n c e  a n d  G i l l e s  ( 1 9 6 9 )  h a v e  s h o w n  t h a t  a  h i g h  
s a l t - i n - m o i s t u r e  r e d u c e s  t h e  i n c i d e n c e  o f  b i t t e r n e s s  i n  
c h e e s e  m a n u f a c t u r e d  w i t h  a  b i t t e r  s t a r t e r .  T h i s  a p p e a r s  
t o  b e  d u e  t o  t h e  f a c t  t h a t  s o d i u m  c h l o r i d e  i n h i b i t s  t h e  
d e g r a d a t i o n  o f  B - c a s e i n  ( a  m a j o r  s o u r c e  o f  b i t t e r  p e p ­
t i d e s )  b y  t h e  r e n n e t  a n d  b a c t e r i a l  p r o t e i n a s e s  ( F o x  a n d  
W a l l e y ,  1 9 7 1 ;  S u l l i v a n  a n d  J a g o ,  1 9 7 2 ) .
B i t t e r  t a s t e  i n  c h e e s e  i s  p r e v e n t e d  b y  a d d i n g  t o  t h e  
i n o c u l u m  s t r a i n s  o f  l a c t i c  a c i d  b a c t e r i a  c a p a b l e  o f  
b r e a k i n g  d o w n  b i t t e r  p r o d u c t s  f o r m e d  d u r i n g  s p l i t t i n g  o f  
c a s e i n  ( Z v y a g i n t s e v  e t  a l . ,  1 9 7 2 ) .
A p p l i c a t i o n  o f  S t e p w i s e  A n a l y s i s  f o r  J u d g i n g  R i p e n i n g  
o f  C h e d d a r  C h e e s e
W a t e r  e x t r a c t s  f r o m  4 1  C h e d d a r  c h e e s e  s a m p l e s  o f  
d i f f e r e n t  a g e s  w e r e  a n a l y z e d  b y  h i g h  p r e s s u r e  l i q u i d  
c h r o m a t o g r a p h y  o n  t h e  Cg  A d s o r b o s p h e r e  r e v e r s e - p h a s e  
c o l u m n  e l u t e d  w i t h  . 1  M p h o s p h a t e  b u f f e r ,  pH 6 . 0 .  
S t e p w i s e  d i s c r i m i n a n t  a n a l y s i s  c l a s s i f i e d  c h e e s e s  i n t o  
m i l d ,  m e d i u m ,  o l d ,  a n d  e x t r a - o l d .  D i s c r i m i n a n t  f u n c t i o n s
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w e r e  c a l c u l a t e d  f o r  c l a s s i f y i n g  u n k n o w n  s a m p l e s  f r o m  
t h e i r  h i g h  p r e s s u r e  l i q u i d  c h r o m a t o g r a p h y  d a t a .  M a j o r i t y  
o f  t h e  p e a k s  s e p a r a t e d  b y  h i g h  p r e s s u r e  l i q u i d  
c h r o m a t o g r a p h y  c o n s i s t e d  o f  p r o t e i n  d e g r a d a t i o n  p r o d u c t s  
( A n n e - M a r i e  a n d  S h u r y o ,  1 9 8 4 ) .
C h e e s e  f l a v o r  i s  d e r i v e d  f r o m  a  c o m p l e x  b a l a n c e  o f  
s e v e r a l  c o m p o u n d s  ( A s t o n  e t  a l . f 1 9 8 2 ) .  T h e  i m p o r t a n c e  
o f  t h e  v o l a t i l e  c o m p o u n d s  i n  c h e e s e  a r o m a  h a s  b e e n  
r e p o r t e d  ( K r i s t o f  f e r s e n , 1 9 7 3 ;  M a n n i n g  e t  a l . ,  1 9 7 3 ;
M a n n i n g  e t  a l . ,  1 9 7 7 ) .  M u l t i p l e  r e g r e s s i o n  a n a l y s i s  w a s  
u s e d  t o  c o r r e l a t e  i n d i v i d u a l  f l a v o r  c o m p o n e n t s  t o  t h e  
f l a v o r  o f  C h e d d a r  c h e e s e  ( M a n n i n g ,  1 9 7 9 ) .  T h e  
c o n t r i b u t i o n  o f  m e t h y l  k e t o n e s  a n d  l a c t o n e s  t o  C h e d d a r  
f l a v o r  w a s  i n v e s t i g a t e d  b y  W a l k e r  a n d  K e e n  ( 1 9 7 4 )  a n d  
W o n g  e t  a l .  ( 1 9 7 5 ) ,  r e s p e c t i v e l y .  I m p o r t a n c e  o f  
n o n v o l a t i l e  f r a c t i o n s  h a s  n o t  b e e n  r e c o g n i z e d  u n t i l  
r e c e n t l y .  M c G u g a n  e t  a l .  ( 1 9 7 9 )  e x t r a c t e d  t h e  r e s i d u e  
a f t e r  r e m o v i n g  f a t  f r o m  C h e d d a r  c h e e s e  b y  c e n t r i f u g a t i o n  
w i t h  a  c o m b i n a t i o n  o f  m e t h a n o l  m e t h y l e n e  c h l o r i d e ,  a n d  
w a t e r .  T h e  s e p a r a t e d  m e t h a n o l - w a t e r  l a y e r  c o n t a i n i n g  
w a t e r - s o l u b l e  c o m p o u n d s  a n d  f a t  s e p a r a t e d  b y  
c e n t r i f u g a t i o n  a n d  d e o d e r i z e d  b y  s t e a m  d i s t i l l a t i o n  w e r e  
c o m p a r e d  f o r  f l a v o r .  C h e d d a r  c h e e s e  f l a v o r  w a s  
c h a r a c t e r i s t i c  i n  t h e  w a t e r  e x t r a c t .  No  d i f f e r e n c e  
b e t w e e n  d e o d e r i z e d  a n d  u n d e o d e r i z e d  f a t  f r a c t i o n s  w a s  
s i g n i f i c a n t ,  i n d i c a t i n g  t h a t  t h e  l o s s  o f  v o l a t i l e s  w a s  
n o t  i m p o r t a n t  f o r  c h e e s e  f l a v o r  i n t e n s i t y .
P a t t e r n  r e c o g n i t i o n  t e c h n i q u e s  f o r  m u l t i v a r i a t e  
a n a l y s i s  h a v e  b e e n  u s e d  i n  c h e m i s t r y ,  m i c r o b i o l o g y ,  a n d  
m e d i c i n e  f o r  i d e n t i f i c a t i o n  o f  c h e m i c a l  c o m p o u n d s ,  
c l a s s i f i c a t i o n  o f  b a c t e r i a  s p e c i e s ,  a n d  d i a g n o s e s  o f  
d i s e a s e s ,  r e s p e c t i v e l y .  By a p p l y i n g  p r i n c i p a l  c o m p o n e n t  
a n a l y s i s ,  l i n e a r  d i s c r i m i n a n t  a n a l y s i s ,  a n d  m u l t i p l e  
r e g r e s s i o n  a n a l y s i s  t o  g a s  c h r o m a t o g r a p h y  d a t a ,  A i s h i m a  
( 1 9 7 9 )  r e p o r t e d  t h a t  e i g h t  b r a n d s  o f  s o y  s a u c e  s a m p l e s  
w e r e  c l a s s i f i e d  c o r r e c t l y  i n t o  e i g h t  g r o u p s  o r  t h r e e  
g r o u p s  o f  g o o d ,  r e g u l a r ,  a n d  i n f e r i o r  q u a l i t y .  U n k n o w n  
s a m p l e s  a l s o  w e r e  c l a s s i f i e d  c o r r e c t l y .
CHAPTER I I I  
MATERIALS AND METHODS
P a r t  I
T h e  f i r s t  p h a s e  o f  t h i s  r e s e a r c h  c o n c e n t r a t e d  o n  t h e  
e f f e c t s  o f  p s y c h r o t r o p h s  i n  r a w  m i l k  o n  C h e d d a r  c h e e s e  
q u a l i t y .
C h e d d a r  C h e e s e  P r e p a r a t i o n
T h e  p r o c e d u r e  o f  m a n u f a c t u r e  w a s  a s l i g h t  m o d i f i c a ­
t i o n  o f  K o s i k o w s k i  ( 1 9 7 8 ) .  T h e  o n l y  r e q u i r e m e n t  
s t i p u l a t e d  b y  t h e  d e s i g n  o f  t h e  e x p e r i m e n t  w a s  a  m i l l i n g  
a c i d i t y  o f  . 5 3 %  l a c t i c  a c i d  a n d  a  m o i s t u r e  c o n t e n t  o f  
c h e e s e  o f  3 6 - 3 8 %  w h i c h  w o u l d  l e n d  c o m m e r c i a l  v a l i d i t y  t o  
t h e  s t u d y .
1 )  G r a d e  A r a w  m i l k  o f  h i g h  q u a l i t y  w a s  i n o c u l a t e d  w i t h  
o n e  o f  t w o  l e v e l s  ( 1 0 , 0 0 0  a n d  1 0 0 , 0 0 0 / m l )  o f  o n e  o f  
t w o  p s y c h r o t r o p h s  ( P s e u d o mo n a s  f l u o r e s c e n s  2 7 ;  P s e u ­
d o m o n a s  f l u o r e s c e n s  1 0 3 )  a n d  i n c u b a t e d  a t  7 ° C  f o r  48
h .  T h e  c o n t a m i n a t e d  m i l k s  ( a n d  a  c o n t r o l  m i l k )  w e r e  
p a s t e u r i z e d  a t  7 1 . 7 ° C  f o r  1 5  s e c  ( H T S T ) .  A t o t a l  o f  
1 1 0  k g  m i l k  w a s  t r a n s f e r r e d  i n t o  3 7 8 . 4  L s t a i n l e s s  
s t e e l  v a t s .
2 )  T w o  3 7 8 . 4  1 c h e e s e  v a t s  a n d  a l l  c h e e s e m a k i n g  
e q u i p m e n t  w e r e  c l e a n e d  t h o r o u g h l y  a n d  c h l o r i n a t e d
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i m m e d i a t e l y  p r i o r  t o  m a n u f a c t u r e .
3 )  T h e  m i l k  w a s  a d d e d  t o  t h e  v a t s  a n d  h e a t e d  ( s t e a m  
j a c k e t )  t o  3 1 . 1 ° C  ( 8 8 ° P ) .  T h e  a c i d i t y  a n d  b a c t e r i ­
o l o g i c a l  c o u n t s  ( S P C , C V T ,  a n d  c o l i f o r m )  w e r e  
d e t e r m i n e d  o n  e a c h  v a t  o f  m i l k .
4 )  A m i x e d  s t r a i n  l a c t i c  c u l t u r e  ( C h r .  H a n s e n ' s  DVS N o s .  
1 0 6 0 ,  9 9 1 ,  1 0 1 1  a n d  9 8 0 )  w i t h  a  t i t r a t a b l e  a c i d i t y  o f  
a t  l e a s t  . 7 0 ?  w a s  a d d e d .
5 )  T h e  a c i d i t y  w a s  c h e c k e d  a f t e r  3 0  m i n ,  a n d ,  i f  t h e r e  
w e r e  a n  i n c r e a s e  o f  a t  l e a s t  . 1 1 ,  a  d o u b l e  s t r e n g t h  
A n n a t t o  c h e e s e  c o l o r  w a s  a d d e d  a t  t h e  r a t e  o f  1 5  
m l / 4 5 4  k g  m i l k .  A s i n g l e  s t r e n g t h  r e n n e t  e x t r a c t  w a s  
a d d e d  a t  t h e  r a t e  o f  1 2 0  m l / 4 5 4  k g  m i l k .  T h i s  r e n n e t  
w a s  d i l u t e d  1 : 4 0  w i t h  w a t e r  p r i o r  t o  a d d i t i o n .  T h e  
v a t  w a s  c o v e r e d  t o  k e e p  t h e  s u r f a c e  w a r m  a n d  c l e a n  
w h i l e  t h e  c u r d  w a s  s i t t i n g  b e f o r e  c u t t i n g .
6 ) A f t e r  3 0 - 4 5  m i n ,  d e p e n d i n g  o n  f i r m n e s s  o f  c u r d ,  t h e  
c u r d  w a s  c u t ,  a l l o w e d  t o  s e t t l e  f o r  1 5  m i n ,  a n d  
c o o k i n g  s t a r t e d .
7 )  T h e  t e m p e r a t u r e  w a s  r a i s e d  t o  3 9 ° C  i n  3 0  m i n  ( a n  
i n c r e a s e  o f  a b o u t  1 ° C  e v e r y  4 m i n ) .  T h e  c h e e s e  w a s  
c o o k e d  a t  t h i s  t e m p e r a t u r e  f o r  o n e  h .
8 ) T h e  w h e y  w a s  d r a i n e d  w h e n  t h e  a c i d i t y  r e a c h e d  a t  
l e a s t  . 1 4 % .
9 )  C u r d  w a s  t h e n  c h e d d a r e d  f o r  a p p r o x i m a t e l y  2 . 2 5 - 2 . 5  h .
1 0 )  C h e d d a r e d  c u r d  w a s  m i l l e d  a t  a c i d i t y  o f  . 5 3 %  l a c t i c  
a c i d ,  t h e n  s a l t e d  ( 1 . 1 3 5  k g / 4 5 4  k g  m i l k ) .
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1 1 )  A f t e r  p r e s s i n g  o v e r n i g h t  ( 1 8  h ) ,  c u r d  w a s  p l a c e d  o n  
c l e a n  w i r e  h e a d  c u t t e r  t o  c u t  i t  i n t o  . 4 5 4  k g  (1 l b )  
c h e e s e  b l o c k s .  F l e x i b l e ,  l o w  t e m p e r a t u r e  r e d  w a x  
t h a t  c a n  b e  p e e l e d  n e a t l y  o f f  t h e  c h e e s e  w a s  u s e d  t o  
w a x  t h e  c h e e s e .  C h e e s e  w a s  d i p p e d  t w i c e  i n t o  t h i s  
w a x  a t  a b o u t  1 5 0 - 1 7 0 ° F  ( 6 5 . 6 - 7  6 . 7 ° C ) f o r  10  s e c .
A f t e r  t h e  w a x  h a d  f i r m e d , i t  w a s  p r o p e r l y  s t a m p e d  
w i t h  t h e  n e c e s s a r y  i d e n t i f i c a t i o n .  T h e  w a x e d  c h e e s e s  
w e r e  f i t t e d  i n  t h e  a p p r o p r i a t e  s i z e  h e a t - s h r i n k  
c r y o v a c  b a g s ,  w h i c h  w e r e  r e p r e s e n t e d  b y  a  t r a n s p a r e n t  
r u b b e r i z e d  w r a p p e r .  T h e  f i l m  w r a p p i n g  s h r a n k  
s i g n i f i c a n t l y  u p o n  e x p o s u r e  t o  h i g h  h e a t .  T h e  
r e s u l t i n g  c l o s e  a d h e r e n c e  t o  t h e  c h e e s e  i m p r o v e d  i t s  
a b i l i t y  t o  p r e v e n t  m o l d  g r o w t h  a n d  g i v i n g  a d e s i r a b l e  
t i g h t n e s s .  T h e  p a c k a g e  w a s  s u b j e c t e d  t o  r e l a t i v e l y  
l o w  v a c u u m ,  3 8 . 1  c m  a f t e r  h e a t  s h r i n k a g e  a t  7 7 ° C .  
T h e  c h e e s e  b l o c k s  w e r e  p l a c e d  o n  w o o d e n  s h e l v e s  w i t h  
c l e a n  t o p  a n d  b o t t o m ,  85% r e l a t i v e  h u m i d i t y  c u r i n g  
r o o m  a t  7 ° C  ( 4 5 ° F )  a n d  " c u r e d "  o r  r i p e n e d  f o r  1 8 0  d .
T r e a t m e n t  S a m p l i n g
On d a y s  o f  a n a l y s i s ,  w h i c h  w e r e  d  0 ,  5 ,  3 0 ,  6 0  a n d  
1 8 0 ,  f o u r  b l o c k s  o f  c h e e s e  w e r e  c o l l e c t e d  f r o m  e a c h  
t r e a t m e n t  a n d  t a k e n  i m m e d i a t e l y  t o  t h e  l a b  f o r  a n a l y s i s .  
O n e  b l o c k  w a s  a n a l y z e d  f o r  m i c r o b i a l  p a r a m e t e r s ,  f o l l o w e d  
b y  t h e  a n a l y s i s  o f  t h e  o t h e r  t h r e e  b l o c k s  f o r  c h e m i c a l  
c o m p o n e n t s  a n d  f l a v o r .  A s c h e m a t i c  o f  t r e a t m e n t
p r e p a r a t i o n  i s  i n  F i g u r e  2 a n d  t e s t i n g  i s  o u t l i n e d  
T a b l e  1 .
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Raw m i l k
A d d e d  p s y c h r o t r o p h s
A.  P s e u d o m o n a s  f l u o r e s c e n s  27
1 .  1 0 , 0 0 0 / m l
2 . 1 0 0 , 0 0 0 / m l
B .  P s e u d o m o n a s  f l u o r e s c e n s  1 0 3
1 .  1 0 , 0 0 0 / m l
2 . 1 0 0 , 0 0 0 / m l
C .  C o n t r o l  -  No  a d d e d  p s y c h r o t r o p h s
I n c u b a t e  a t  7 ° C  f o r  4 8  h
P a s t e u r i z e  a t  7 1 . 7 ° C  f o r  1 5  s e c
C h e e s e  m a n u f a c t u r e
M i c r o b i o l o g i c a l ,  c h e m i c a l  a n d  f l a v o r  
d e t e r m i n a t i o n s  o n  d  0 ,  5 ,  3 0 ,  6 0  a n d  1 8 0 .
F i g u r e  2 .  S c h e m a t i c  d i a g r a m  o f  t r e a t m e n t  p r e p a r a t i o n  a n d  
t e s t i n g  f o r  P a r t  I .
T a b l e  1 .  O u t l i n e  o f  S t u d y  f o r  P a r t  I
A.  M i c r o b i a l  t e s t s
1 .  SPC
2 . S t r e p t o c o c c i
3 . MRS
4 . C o l i f o r m
5 . CVT
B . P h y s i c a l  t e s t s
1 . pH
2 . M o i s t u r e
3 . S a l t
C . HPLC
1 . O r o t i c
2 . C i t r i c
3 . P y r u v i c
4 . L a c t i c
5 . F o r m i c
6 . A c e t i c
7 . P r o p i o n i c
D. C h e e s e  y i e l d
E . P r o t e o l y t i c  a c t i v i t y
( H u l l  t e s t )
F . S e n s o r y  e v a l u a t i o n
1 . F l a v o r
2 . B o d y  a n d  t e x t u r e
GCHS
1 . A c e t o n e
2 . 2 - B u t a n o n e
3 . E t h a n o l
4 . 2 - P e n t a n o n e
5 . 2 - B u t a n o l
6 . N - P r o p a n o l
GC
1 . B u t y r i c
2 . C a p r o i c
3 . C a p r y l i c
4 . C a p r i c
5 . L a u r i e
6 . M y r i s t i c
7 . P a l m i t i c
8 . S t e a r i c
9 . O l e i c
1 0 . L i n o l e i c
1 1 . L i n o l e n i c
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M i c r o b i o l o g i c a l  E n u m e r a t i o n
I n  o r d e r  t o  m o n i t o r  g r o w t h  a n d  d e c l i n e  o f  d i f f e r e n t  
m i c r o b i a l  p o p u l a t i o n s  i n  C h e d d a r  c h e e s e ,  t h e  f o l l o w i n g  
m e d i a  w e r e  u t i l i z e d :  T r y p t o n e  G l u c o s e  E x t r a c t  (TGE) a g a r
f o r  t o t a l  m e s o p h i l i c  a e r o b i c  b a c t e r i a  ( A m e r i c a n  P u b l i c  
H e a l t h  A s s o c i a t i o n ,  1 9 7 8 ) ;  C r y s t a l  V i o l e t  T e t r a z o l i u m  
(CVT) f o r  g r a m  n e g a t i v e  p s y c h r o t r o p h s  ( S p e c k ,  1 9 7 6 )  T h i s  
t e s t  w a s  u s e d  r a t h e r  t h a n  t h e  1 0  d  s t a n d a r d  p s y c h r o t r o -  
p h i c  b a c t e r i a  c o u n t ;  V i o l e t  R e d  B i l e  {VRB) a g a r  f o r  t o t a l  
c o l i f o r m  ( APHA,  1 9 7 8 ) ;  MRS a g a r  f o r  l a c t o b a c i l l i  a n d  KF 
a g a r  f o r  s t r e p t o c o c c i  ( S p e c k ,  1 9 7 6 ) .  E n u m e r a t i o n s  w e r e  
p e r f o r m e d  i n  d u p l i c a t e  w i t h  t h r e e  c o n s e c u t i v e  s e r i a l  
d i l u t i o n s  u s i n g  2% s o d i u m  c i t r a t e  a s  a  d i l u t i o n  b l a n k .
S e l e c t i o n  o f  P s e u d o m o n a s  f 1 u o r e s e e n s  P 2 7  a n d  P 1 0 3
P r i o r  t o  t h i s  s t u d y ,  s e v e r a l  s t r a i n s  o f  P s e u d o m o n a s  
w e r e  i d e n t i f i e d  u s i n g  t h e  O x i / P e r m  T u b e  M e t h o d  ( R o c h e  
L a b o r a t o r i e s ) .  T h e s e  o r g a n i s m s  w e r e  c h e c k e d  f o r  
p r o t e o l y t i c  a c t i v i t y  a s  d e s c r i b e d  b y  t h e  A m e r i c a n  P u b l i c  
H e a l t h '  A s s o c i a t i o n  ( 1 9 7 8 )  a n d  l i p o l y t i c  a c t i v i t y  
d e s c r i b e d  b y  S p e c k  ( 1 9 7 6 ) .  A s  a  r e s u l t ,  P .  f l u o r e s c e n s  
P 2 7  a n d  P 1 0 3  w e r e  c h o s e n  b a s e d  o n  t h e i r  f r e q u e n c y  o f  
o c c u r r e n c e  i n  d a i r y  p r o d u c t s  a n d  t h e i r  h i g h e r  p r o t e o ­
l y t i c  a n d  l i p o l y t i c  a c t i v i t y  c o m p a r e d  t o  o t h e r  s t r a i n s  
t e s t e d .  P r i o r  t o  i n o c u l a t i n g  t h e  O x i / F e r m  t u b e ,  t h e  o x i ­
d a s e  t e s t  w a s  p e r f o r m e d  t o  s e p a r a t e  t h e  o x i d a t i v e  g r a m -  
n e g a t i v e  r o d  s  f r o m  t h e  e n t e r o b a c t e r i a c a e .  T h i  s  i  s
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P r i m a r y  P l a t e
k
1
G r a m  S t a i n
G r a m - N e g a t i v e  B a c i l l i  o r  C o c c o b a c i l l i
IO x i d a s e  T e s t♦ e
I n o c u l a t e  I n o c u l a t e  E n t e r o t u b e
O x i - F e r m  T u b e  
a n d  TSA P l a t e
E n t e r o t u b e  D e x t r o s e
f
1
2
I
* - 1
E n t e r o b a c t e r i a c e a e  O x i / F e r m  T u b e
F i g u r e  3 .  S c h e m a t i c  d i a g r a m  o f  i d e n t i f i c a t i o n  o f
P s e u d o m o n a s  f l u o r e s c e n s  a n d  E n t e r o b a c t e r  
a e r o g e n e s .
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i l l u s t r a t e d  i n  F i g u r e  3 .  T h e  O x i / F e r m  t u b e  p e r m i t s  t h e  
i n o c u l a t i o n  o f  a l l  m e d i a  a n d  s u b s e q u e n t  p e r f o r m a n c e  o f  
n i n e  s t a n d a r d  b i o c h e m i c a l  t e s t s .  T h e  n u m b e r s  c o r r e s p o n d ­
i n g  t o  t h e  p o s i t i v e  r e a c t i o n s  w e r e  t o t a l e d  a n d  t h e  c o m ­
p o s i t e  n u m b e r  w a s  t h e n  l o c a t e d  i n  t h e  c o d i n g  m a n u a l  t o  
i d e n t i f y  t h e  o r g a n i s m .  T h r e e  o r g a n i s m s  w e r e  l i s t e d  u n d e r  
o n e  i d e n t i f i c a t i o n  v a l u e ;  c o n f i r m a t o r y  t e s t s  w e r e  r e c o m ­
m e n d e d  f o r  f u r t h e r  s e p a r a t i o n  o f  t h e  o r g a n i s m s  a s  s h e w n  
i n  F i g u r e  4 .
D e t e c t i o n ,  o f  P h o s p h o l i p a s e  P r o d u c i n g  B a c t e r i a  b y  L e c i t h i n  
A g a r
L e c i t h i n  A g a r  ( LA)  s u i t a b l e  f o r  d e m o n s t r a t i o n  o f  
p h o s p h o l i p a s e  a c t i v i t y  ( M c M u r r a y  e t  a l . ,  1 9 7 2  a n d  
C h r i  s o p e ,  F o x  a n d  M a r s h a l l ,  1 9 7 6 )  w a s  f o r m u l a t e d  a s  
f o l l o w s :
F r a c t i o n  A c o n t a i n e d
3 . 0  g o f  C r u d e  S o y  L e c i t h i n  ( E a s t m a n  K o d a k  C o . )
4 5 . 0  m l  o f  D i s t i l l e d  W a t e r
F r a c t i o n  B c o n t a i n e d '
1 . 0  g  o f  T r y p t o n e
0 . 5  g o f  Y e a s t  E x t r a c t
0 . 5  g o f  G l u c o s e  .
1 . 8  g  o f  A g a r
5 0 . 0  m l  o f  D i s t i l l e d  W a t e r
F r a c t i o n  C c o n t a i n e d
5 . 0  m l  o f  0 . 1  M C a C L 2
F r a c t i o n  A w a s  b r o u g h t  t o  b o i l i n g  a n d  s w i r l e d  t o  
f o r m  a  v i s c o u s  s o l u t i o n ,  w h i c h  w a s  s o n i c a t e d  u n t i l  
h o m o g e n e o u s .  B l e n d i n g  o f  u n h e a t e d  F r a c t i o n  A i n  a  W a r i n g
OXI/FERM TUBE™
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F i g u r e  4 .  O x i / f e r m  t u b e  f o r  i d e n t i f i c a t i o n  o f  P s e u d o m o n a s  f l u o r e s c e n s
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b l e n d e r  f o r  2 m i n  a t  h i g h  s p e e d  w a s  a l s o  s a t i s f a c t o r y .  
T h e  b l e n d e d  s a m p l e  w a s  u s e d .  T h e  f r a c t i o n s  w e r e  a u t o -  
c l a v e d  s e p a r a t e l y  f o r  15  m i n  a t  1 2 1 ° C .  A f t e r  e q u i l i b r a ­
t i o n  o f  t e m p e r a t u r e  t o  4 2  t o  4 4 ° C ,  t h e  f r a c t i o n s  w e r e  
c o m b i n e d  w i t h  g e n t l e  s w i r l i n g ,  A + (B + C ) .  T o  p r e v e n t  
s e p a r a t i o n ,  p l a t e s  w e r e  p o u r e d  i m m e d i a t e l y  w i t h  1 2  t o  15  
m l  o f  t h e  m i x t u r e .
P s e u d o m o n a s  w e r e  s t r e a k e d  o n t o  s u r f a c e s  o f  l e c i t h i n  
a g a r  p l a t e s .  A f t e r  i n c u b a t i o n  f o r  u p  t o  9 d a t  2 1 ° C ,  
p l a t e s  w e r e  o b s e r v e d  f o r  c h a n g e s  i n  a p p e a r a n c e  o f  t h e  
m e d i u m .
A c u l t u r e  o f  P s e u d o mo n a s  f I u o r e s c e n s  p r o d u c i n g  a n  
o p a q u e  z o n e ,  s u g g e s t s  p h o s p h o l i p a s e  C a c t i v i t y  ( f o r m a t i o n  
o f  w a t e r - i n s o l u b l e  d i g l y c e r i d e )  w h i l e  s t r a i n s  o f  P s e u d o ­
m o n a s  f l u o r e s c e n s  p r o d u c i n g  a  c l e a r  z o n e  i s  a t t r i b u t e d  t o  
a c t i v i t y  o f  p h o s p h o l i p a s e  A^ o r  A 2  ( f o r m a t i o n  o f  w a t e r -  
s o l u b l e  l y s o l e c i t h i - n ) .
P s y c h r o t r o p h i c  I n o c u l a t i o n
I n  t h i s  s t u d y ,  a  m e t h o d  w a s  d e v e l o p e d  m a k i n g  
p o s s i b l e  t h e  i n o c u l a t i o n  o f  p s y c h r o t r o p h i c  b a c t e r i a  i n  
k n o w n  q u a n t i t i e s  t o  r a w  m i l k .  S e v e r a l  m e t h o d s  a n d  
p r o c e d u r e s  w e r e  t e s t e d  r e s u l t i n g  i n  t h e  f o l l o w i n g  
p r o c e d u r e :
1 .  S e v e n  T r y p t i c a s e  S o y  A g a r  ( T S A )  s l a n t s  w e r e  
p r e p a r e d  i n  t e s t  t u b e s  o f  e q u a l  i n s i d e  d i a m e t e r
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a n d  s l a n t e d  t o  t h e  s a m e  a n g l e  p r o v i d i n g  
e q u i v a l e n t  s u r f a c e  a r e a s .
2 .  A s t a n d a r d  l o o p  {3 mm I . D . )  o f  a  s t o c k  c u l t u r e  
o f  P .  f 1 u o r e s c e n s  P 2 7  o r  P I  03 w a s  a s e p t i c a l l y  
t r a n s f e r r e d  a n d  s p r e a d  o v e r  t h e  e n t i r e  s u r f a c e  
o f  e a c h  s l a n t  ( o n e  l o o p  p e r  s l a n t ) .
3 .  A f t e r  i n c u b a t i o n  a t  2 1 ° C  f o r  2 4  h f e a c h  s l a n t  
w a s  w a s h e d  w i t h  1 m l  b u f f e r e d  p h o s p h a t e  
s o l u t i o n .  T h i s  r e m o v e d  g r o w t h  f r o m  t h e  s u r f a c e  
o f  t h e  s l a n t ,  r e s u l t i n g  i n  a t u r b i d  s u s p e n s i o n  
a t  t h e  b a s e .
4 .  A 1 m l  p o r t i o n  f r o m  e a c h  s l a n t  i n  s t e p  3 w a s  
t r a n s f e r r e d  t o  c o r r e s p o n d i n g  b o t t l e s  c o n t a i n i n g  
1 0 0  m l  s t e r i l e  m i l k .  M i l k  w a s  p r e v i o u s l y  h e a t -  
t r e a t e d  i n  f l o w i n g  s t e a m  f o r  1 h  a n d  c o o l e d  t o  
21  ° C .
5 .  T h e s e  s a m p l e s  w e r e  i n c u b a t e d  a t  2 1 ° C  f o r  2 4  h ,  
f o l l o w e d  b y  p l a t i n g  o n  TSA.
6 . P l a t e s  w e r e  i n c u b a t e d  f o r  3 d  a t  2 1 ° C  t o  o b t a i n  
a n  a v e r a g e  c o u n t .
7 .  A f t e r  e s t a b l i s h i n g  t h e  a v e r a g e  c o u n t  i n  s t e p  6 , 
s t e p s  1 t h r o u g h  5 w e r e  c o n d u c t e d  w i t h  t w o  s l a n t s  
p r i o r  t o  i n o c u l a t i o n  o f  r a w  m i l k .
8 . D u p l i c a t e  b o t t l e s  o f  s t e r i l e  m i l k  c o n t a i n i n g  t h e  
p s y c h r o t r o p h  i n  s t e p  5 w e r e  c o m b i n e d  i n  a 
s t e r i l e  W h i r l - P a c k  b a g  ( N a s c o )  i m m e d i a t e l y  p r i o r  
t o  i n o c u l a t i o n .
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9 .  I n o c u l a t i o n  l e v e l s  w e r e  c a l c u l a t e d  b a s e d  o n  t h e  
a v e r a g e  c o u n t  i n  s t e p  6 .
1 0 .  S t o c k  c u l t u r e s  o f  P .  f l u o r e s c e n s  P 2 7  o r  P 1 0 3  
w e r e  t r a n s f e r r e d  e v e r y  3 m o  o n  TSA s l a n t s  t o  
m a i n t a i n  c u l t u r a l  a c t i v i t y .  I n  a d d i t i o n ,  
c u l t u r e  p u r i t y  w a s  v e r i f i e d  r o u t i n e l y  a t  t i m e  o f  
t r a n s f e r .  T S A  p l a t e s  w e r e  s t r e a k e d  a n d  
i n c u b a t e d  a t  2 1 ° C  f o r  3 d .  I s o l a t e d  c o l o n i e s  
w e r e  s e l e c t e d  a n d  i d e n t i f i e d  b y  t h e  O x i / F e r m  
T u b e  m e t h o d .
T h e  a b o v e  p r o c e d u r e  p r o v e d  v e r y  e f f e c t i v e  i n  
o b t a i n i n g  d e s i r e d  l e v e l s  o f  P.  f l u o r e s c e n s  P 2 7  o r  P 1 0 3  i n  
t r e a t m e n t  p r e p a r a t i o n s .
V o l a t i l e  O r g a n i c  A n a l y s i s
V o l a t i l e  o r g a n i c s  s u c h  a s  a c e t o n e ,  2 - b u t a n o n e ,  
e t h a n o l ,  2 - p e n t a n o n e  a n d  p r o p a n o l  w e r e  m o n i t o r e d  b y  g a s  
c h r o m o t o g r a p h y  w i t h  h e a d s p a c e  s a m p l i n g  ( G C H S )  a s  
d e s c r i b e d  b y  M a r s i l i  ( 1 9 8 1 ) .  S l i g h t  m o d i f i c a t i o n s  w e r e  
m a d e  t o  m a x i m i z e  s e p a r a t i o n  a n d  a c c u r a c y  w i t h o u t  l a r g e  
i n c r e a s e s  i n  p r o g r a m  t i m e .  T h e  f o l l o w i n g  w e r e  e q u i p m e n t  
a n d  o p e r a t i n g  c o n d i t i o n s  u t i l i z e d  i n  t h i s  s t u d y :  P e r k i n -
E l m e r  m o d e l  H36 h e a d s p a c e  a n a l y z e r ;  P e r k i n - E l m e r  S i g m a  3 b  
g a s  c h r o m o t o g r a p h y  w i t h  f l a m e  i o n i z a t i o n  d e t e c t o r ;  
P e r k i n - E l m e r  S i g m a  1 5  c o m p u t e r  c o n s o l e  a n d  i n t e g r a t o r ;  
s a m p l e s  t h e r m o s t a t e d  a t  8 0 ° C  f o r  a  m i n i m u m  o f  1 5  m i n  
p r i o r  t o  v i a l  p r e s s u r i z a t i o n  f o r  4 m i n ;  i n j e c t o r  a n d
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d e t e c t o r  t e m p e r a t u r e s  o f  1 4 0 ° C  a n d  1 4 5 ° C ,  r e s p e c t i v e l y ;  
i n j e c t i o n  t i m e  5 s e c ;  s t a i n l e s s  s t e e l  c o l u m n  ( 4  m x  3 . 2  
mm o . d . )  p a c k e d  w i t h  4% C a r b o w a x  2 0M o n  C h r o m o s o r b  G AK 
DMCS,  8 0 / 1 0 0  m e s h ;  i s o t h e r m a l  a n a l y s i s  a t  7 0 ° C ;  a n d  
n i t r o g e n  c a r r i e r  g a s  a t  a  f l o w  r a t e  a t  2 8  m l / m i n .
S a m p l e  P r e p a r a t i o n  o f  V o l a t i l e  O r g a n i c s
S a m p l e s  f o r  GCHS w e r e  p r e p a r e d  i n  d u p l i c a t e  a s  
f o l l o w s .  A 2 . 0  +  . 0 0 5  g r a m  s a m p l e  w a s  w e i g h e d  i n t o  a  10 
m l  v i a l  a n d  s e a l e d  b y  a  h a n d  c r i m p e r  w i t h  s p e c i a l  
c l o s u r e s  ( P e r k i n - E l m e r  C o r p o r a t i o n )  c o m p r i s e d  o f  b u t y l  
r u b b e r  PTSE c o a t e d  s e p t u m ,  s t a r  s p r i n g  a n d  a l u m i n u m  c a p .  
A f t e r  s e a l i n g ,  s a m p l e s  w e r e  f r o z e n  a n d  a n a l y z e d  a t  a  
l a t e r  d a t e .
S t a n d a r d  P r e p a r a t i o n  a n d  Q u a n t i t a t i o n  o f  V o l a t i l e  
O r g a n i c s
S t a n d a r d s  w e r e  p r e p a r e d  u n d e r  r e f r i g e r a t e d  ( 3 - 4 ° C )  
c o n d i t i o n s  t o  p r e v e n t  l o s s e s  o f  v o l a t i l e  c o m p o u n d s  a t  
r o o m  t e m p e r a t u r e ,  t h e r e b y  i n s u r i n g  p r e c i s i o n .  F i v e  
a q u e o u s  v o l a t i l e  o r g a n i c s  s t a n d a r d s  c o v e r i n g  a  b r o a d  
c o n c e n t r a t i o n  r a n g e  w e r e  p r e p a r e d  f r o m  s t o c k  s o l u t i o n s .  
C a l i b r a t i o n  c u r v e s  w e r e  e s t a b l i s h e d  t o  c h e c k  f o r  
l i n e a r i t y  a n d  q u a n t i t a t i o n s  w e r e  b a s e d  o n  p e a k  a r e a  u s i n g  
t h e  e x t e r n a l  s t a n d a r d  t e c h n i q u e  d e s c r i b e d  b y  M a r s i l i  
( 1 9 8 1 a ) .
P r i n c i p l e s  o f  H e a d s p a c e  S a m p l i n g
T h e  p r i n c i p l e s  o f  t h e  s y s t e m  a r e  i l l u s t r a t e d  i n
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F i g u r e  5 .  The t h r e e  b a s i c  s t e p s  o f  h e a d s p a c e  s a m p l i n g :  
a )  e q u i l i b r a t i o n ,  b )  p r e s s u r i z a t i o n ,  and  
c )  t r a n s f e r  o f  a n  a l i q u o t  o f  t h e  h e a d s n a c e  g a s  
i n t o  t h e  co lu m n .  P^ = c a r r i e r  gas  i n l e t  p r e s ­
s u r e ;  Pv  = p r e s s u r e  i n  t h e  v i a l .
R e f e r e n c e :  E t t r e ,  L .  S . ;  B. Kolb  an d  S.  G. H u r t .  1983.
T e c h n i q u e s  o f  H e a d s p a c e  Gas C h r o m a t o g r a p h y .
A m e r ic a n  L a b o r a t o r y  1 3 : 7 6 - 8 3 .
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/  | I n j e c lo r  b lo c l t
Oven
G a s  ch rom atograph  com ponen ts  
Electrical connect ions  
SV Solenoid valve
Carrier G as 
Supply
F i g u r e  6 . O p e r a t i o n a l  d i a g r a n  o f  t h e  M o d e l  US 6  A7i t h  a  SIFMA S e r i e s  O a s  C h r o i r ' a t o g r a o h
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F i g u r e s  5 a n d  6 . A f t e r  e q u i l i b r i u m  i s  e s t a b l i s h e d  i n  t h e  
v i a l  ( i . e . ,  t h e r m o s t a t t i n g  i t  a t  8 0 ° C  f o r  a  m i n i m u m  o f  15  
m i n  ( s t e p  A ) ,  a  n e e d l e  c o n n e c t e d  t o  t h e  c a r r i e r  g a s  i n l e t  
i s  i n t r o d u c e d  t h r o u g h  a  r u b b e r  c a p  i n t o  t h e  h e a d s p a c e  o f  
t h e  v i a l  ( s t e p  B ) .  I f  t h e  p r e s s u r e  o f  t h e  v i a l  ( P v ) i s  
s m a l l e r  t h a n  t h e  c a r r i e r  g a s  i n l e t  p r e s s u r e  ( P ^ ) ,  p a r t  o f  
t h e  c a r r i e r  g a s  f l o w  w i l l  e n t e r  t h e  v i a l  a n d  p r e s s u r i z e  
i t  u n t i l  i t  r e a c h e s  t h e  i n l e t  p r e s s u r e .  T h i s  p r e s s u r i z a -  
t i o n  p e r i o d  ( 4  m i n )  i s  p r e c i s e l y  c o n t r o l l e d .
N e x t ,  t h e  c a r r i e r  g a s  s u p p l y  i s  t e m p o r a r i l y  c u t  o f f  
f o r  a  p r e s e t  t i m e  ( s t e p  C ) .  T h i s  c a u s e s  t h e  g a s  t o  f l o w  
f r o m  t h e  v i a l  i n t o  t h e  c o l u m n ,  i n j e c t i n g  a n  a l i q u o t  o f  
t h e  h e a d s p a c e .  T h i s  t r a n s f e r  u s u a l l y  t a k e s  a  f e w  
s e c o n d s ,  a f t e r  w h i c h  t h e  n e e d l e  i s  r e m o v e d  a n d  t h e  
c a r r i e r  g a s  f l o w  r e s u m e d .  T h r o u g h  c l o s e  c o n t r o l  o f  t h e  
t e m p e r a t u r e ,  p r e s s u r e ,  a n d  t i m e ,  a  h i g h l y  r e p r o d u c i b l e  
s a m p l e  v o l u m e  i s  i n t r o d u c e d  i n t o  t h e  c o l u m n .
O r g a n i c  A c i d  A n a l y s i s
O r g a n i c  a c i d s  ( o r o t i c ,  c i t r i c ,  p y r u v i c ,  l a c t i c ,  
f o r m i c ,  a c e t i c  a n d  p r o p i o n i c )  w e r e  d e t e r m i n e d  b y  h i g h  
p e r f o r m a n c e  l i q u i d  c h r o m o t o g r a p h y  ( M a r s i l i  e t  a l . ,  1 9 8 1 ) .  
Du e  t o  h i g h  l e v e l s  o f  c i t r i c  a n d  l a c t i c  a c i d s  i n  C h e d d a r  
c h e e s e  o f  t h i s  s t u d y ,  a n  a t t e n u a t i o n  o f  5 2 6  w a s  u s e d  t o  
c a l c u l a t e  t h e i r  a r e a s  p r e c i s e l y  w h i l e  a n  a t t e n u a t i o n  o f  
3 2  w a s  u s e d  t o  c a l c u l a t e  t h e  a r e a s  o f  o t h e r  o r g a n i c  
a c i d s .  T h e  f o l l o w i n g  w e r e  e q u i p m e n t  a n d  o p e r a t i n g
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c o n d i t i o n s  u t i l i z e d  i n  t h i s  s t u d y  a s  i l l u s t r a t e d  i n  
F i g u r e  7 :  V a r i a n  M o d e l  5 0 0 0  l i q u i d  c h r o m o t o g r a p h ;  50  u l
l o o p  i n j e c t o r ;  V a r i a n  U . V .  d e t e c t o r  s e t  a t  2 2 0  nm a n d  
d e t e c t o r  s l i t  w i d t h  o f  8 n m ;  V a r i a n  8 0 0 0  A u t o m a t i c  
s a m p l e r ;  C a t i o n  e x c h a n g e  c o l u m n  ( 3 0 0  x  7 8 . 8  i . d . )  p a c k e d  
w i t h  A m i n e x  H P X - 8 7  f r o m  B i o - R a d  L a b o r a t o r i e s  ( R i c h m o n d ,  
C a l i f o r n i a ) ;  m o b i l e  p h a s e  o f  . 0 0 9  N H2 S 0 4 p r e p a r e d  b y  
d i l u t i n g  r e a g e n t  g r a d e  s u l f u r i c  a c i d  w i t h  d i s t i l l e d  H2 0 ;  
i s o c r a t i c  a n a l y s i s  a t  c o l u m n  t e m p e r a t u r e  o f  6 5 ° C  a n d  f l o w  
r a t e  o f  . 7  m l / m i n ;  a n d  a t t e n u a t i o n s  o f  3 2  a n d  5 2 6 .
S a m p l e  P r e p a r a t i o n  o f  O r g a n i c  A c i d s
S a m p l e s  f o r  o r g a n i c  a c i d  a n a l y s i s  w e r e  p r e p a r e d  a s  
d e s c r i b e d  b y  M a r s i l i  e t  a l .  ( 1 9 8 1 )  a s  f o l l o w s :
1 .  A 2 0 . 0  4 - . 0 0 5  g r a m  s a m p l e  o f  g r a t e d  c h e e s e  w a s  
w e i g h e d  a n d  p l a c e d  i n  s e m i  m i c r o  s t a i n l e s s  s t e e l  
b l e n d e r  j a r .
2 .  3 0  m l  o f  . 1 5  N B a ( O K ) 2 a n d  . 1 5  N B a C l 2 m i x t u r e  
( 1 0 0 : 1 0 0  r a t i o )  w e r e  a d d e d  t o  t h e  b l e n d e r .
3 .  30  m l  o f  . 3 0  N Z n S 0 4 w e r e  a d d e d  t o  t h e  b l e n d e r .
4 .  A l l  t h e  m i x t u r e  w a s  b l e n d e d  f o r  o n e  m i n u t e .
5 .  T h e  b l e n d e d  m i x t u r e  w a s  d i v i d e d  i n t o  t w o  e q u a l  
v o l u m e s  i n  t w o  5 0  m l  p l a s t i c  c e n t r i f u g e  t u b e s  
a n d  c e n t r i f u g e d  a t  7 0 0 0  G f o r  5 m i n .
6 . F a t  w a s  s c r a p e d  o f f  t h e  t o p  a n d  t h e  c l e a r  l i q u i d  
w a s  p o u r e d  i n t o  a n o t h e r  c l e a n  5 0  m l  c e n t r i f u g e  
t u b e .
91
F i g u r e  7
PRESSURE
FLOW
CONTROLLER
PULSE DAMPER j 
(P/N 03-905320-00}
STATIC MIXER 
(P/N 03-905349-00}
CHECK VALVE
PUMP
PROPORTIONING 
VALVE IS)
S o l v e n t
w otto DETECTOR
Ct'ort
recorder
SOLVENT
RESERVOIR
PARTICULATE FILTER
O p e r a t i o n a l  d i a g r a m  o f  t h e  V a r i a n  Model 5000 
h i g h  p e r f o r m a n c e  l i q u i d  c h r o m a t o g r a p h  w i t h  
V a r i a n  8000 A u t o m a t i c  s a m p l e r .
92
7 .  F o u r  d r o p s  o f  H2 S 0 4 w e r e  a d d e d  t o  e a c h  t u b e  t o  
p r e c i p i t a t e  t h e  b a r i u m  a n d  p r o l o n g  t h e  c o l u m n  
l i f e .
8 . B o t h  t u b e s  w e r e  f i l t e r e d  u s i n g  a  W h a t m a n  4 0 .
9 .  T h e  f i l t r a t e  w a s  c o l l e c t e d  i n t o  a  1 0 0  m l  v o l u ­
m e t r i c  f l a s k  a n d  t h e  v o l u m e  w a s  b r o u g h t  t o  1 0 0  
m l  u s i n g  d i s t i l l e d  w a t e r .
1 0 .  S a m p l e s  w e r e  f r o z e n  f o r  a n a l y s i s  a t  a  l a t e r  
d a t e .
1 1 .  A f t e r  t h a w i n g ,  s a m p l e s  w e r e  a g a i n  f i l t e r e d  
( W h a t m a n  4 0 )  r e m o v i n g  p r e c i p i t a t e  a c c u m u l a t e d  
d u r i n g  f r e e z i n g  a n d  p a s s e d  t h r o u g h  a  m e m b r a n e  
f i l t e r  ( . 4 5  m i c r o n )  b e f o r e  i n j e c t i o n .
S t a n d a r d  P r e p a r a t i o n  a n d  Q u a n t i t a t i o n  o f  O r g a n i c  A c i d s
F i v e  a q u e o u s  o r g a n i c  a c i d  s t a n d a r d s  c o v e r i n g  a  b r o a d  
c o n c e n t r a t i o n  r a n g e  w e r e  p r e p a r e d  f r o m  s t o c k  s o l u t i o n s .  
C a l i b r a t i o n  c u r v e s  w e r e  e s t a b l i s h e d  t o  c h e c k  f o r  
l i n e a r i t y  a n d  q u a n t i t a t i o n s  w e r e  b a s e d  o n  p e a k  h e i g h t  
u s i n g  t h e  e x t e r n a l  s t a n d a r d  t e c h n i q u e  d e s c r i b e d  b y  
M a r s i l i  e t  a l .  ( 1 9 8 1 ) .
F r e e  F a t t y  A c i d s  A n a l y s i s
F r e e  f a t t y  a c i d s  s u c h  a s  b u t y r i c ,  c a p r o i c ,  c a p r y l i c ,  
c a p r i c ,  l a u r i c ,  m y r i s t i c ,  p a l m i t i c ,  s t e a r i c ,  o l e i c ,  
l i n o l e i c  a n d  l i n o l e n i c  w e r e  m o n i t o r e d  b y  g a s  c h r o m o -  
t o g r a p h y  a s  d e s c r i b e d  b y  D e e t h  e t  a l .  ( 1 9 8 3 ) .  T h e
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f o l l o w i n g  w e r e  e q u i p m e n t  a n d  o p e r a t i n g  c o n d i t i o n s  
u t i l i z e d  i n  t h i s  s t u d y :  P e r k i n - E l m e r  S i g m a  3 b  g a s
c h r o m o t o g r a p h y  w i t h  f l a m e  i o n i z a t i o n  d e t e c t o r ;  P e r k i n -  
E l m e r  S i g m a  15  c o m p u t e r  c o n s o l e  a n d  i n t e g r a t o r ;  i n j e c t o r  
a n d  d e t e c t o r  t e m p e r a t u r e  o f  2 3 0 ° C ;  g l a s s  c o l u m n  ( 3  m x 
2 m m  i . d . )  p a c k e d  w i t h  10% S P - 2 1 6 - P S  o n  1 0 0 / 1 2 0
S u p e l c o p o r t ;  t e m p e r a t u r e  p r o g r a m s  u s e d  w e r e :  i n i t i a l
t e m p e r a t u r e  1 1 0 ° C ,  h e a t i n g  r a t e  8 ° C / m i n  t o  1 9 5 ° C ,  h o l d i n g  
t i m e  a t  f i n a l  t e m p e r a t u r e  { 1 9 5 ° C )  2 2  m i n  a n d  n i t r o g e n  
c a r r i e r  g a s  a t  a  f l o w  r a t e  o f  5 5  m l / m i n .
S a m p l e  P r e p a r a t i o n  a n d  I s o l a t i o n  o f  F r e e  F a t t y  A c i d s
H e x a n e - d i e t h y 1 e t h e r  e x t r a c t s  o f  p r o d u c t  w e r e  
o b t a i n e d  a s  f o l l o w s :  C h e d d a r  c h e e s e  (1  g )  c h o p p e d  i n t o
s m a l l  p i e c e s  w a s  a d d e d  t o  d i e t h y l  e t h e r  ( 5  m l ) .  T h e n ,  .1 
m l  4 N - H 2 S 0 4 a n d  g r a n u l a r  a n h y d r o u s  s o d i u m  s u l p h a t e  ( 2 . 5  
g )  w e r e  a d d e d  t o  a b s o r b  m o i s t u r e .  E x t r a c t i o n  w a s  c a r r i e d  
o u t  i n  5 0  m l  s c r e w - c a p p e d  p o l y p r o p y l e n e  S o r v a l l  
c e n t r i f u g e  t u b e s .  T h e  m i x t u r e  w a s  t h o r o u g h l y  t r i t u r a t e d  
a n d  a l l o w e d  t o  s t a n d  f o r  a t  l e a s t  o n e  h o u r  b e f o r e  h e x a n e  
(5  m l )  w a s  a d d e d .  A c l e a r  s o l u t i o n  w a s  o b t a i n e d  b y  b r i e f  
c e n t r i f u g a t i o n ,  a p p r o x i m a t e l y  2 0 0 0  g / 5  m i n  a t  r o o m  
t e m p e r a t u r e .
T h e  t o t a l  v o l u m e  o f  h e x a n e - d i e t h y l  e t h e r  s o l u t i o n  o f  
t h e  p r o d u c t  p r e p a r e d  a s  a b o v e  w a s  a d d e d  c a r e f u l l y  t o  a  
s m a l l  p o l y p r o p y l e n e  c h r o m a t o g r a p h y  c o l u m n  ( 1 0  mm i . d . )  
c o n t a i n i n g  n e u t r a l  a l u m i n a  (1  g ) .  T h e  s o l u t i o n  w a s
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p a s s e d  t h r o u g h  t h e  c o l u m n  a t  a p p r o x i m a t e l y  3 m l / m i n  a n d  
t h e  e l u a t e  p a s s e d  t h r o u g h  t h e  c o l u m n  a  s e c o n d  t i m e .  T h i s  
w a s  f o l l o w e d  b y  2 x  5 m l  o f  1 : 1  v / v  h e x a n e - d i e t h y l  e t h e r  
t o  r e m o v e  a l l  o f  t h e  t r i g l y c e r i d e s .  T h e  t o t a l  e l u a t e  w a s  
d i s c a r d e d .  T h e  a l u m i n a ,  w i t h  a d s o r b e d  f a t t y  a c i d s ,  w a s  
d r i e d  w i t h  v a c u u m  a p p l i e d  t o  t h e  c o l u m n  o u t l e t  a n d  t r a n s ­
f e r r e d  t o  a  s m a l l  s t o p p e r e d  g l a s s  t u b e  ( 5 0  mm x 8 mm
i . d . ) .  D i i s o p r o p y l  e t h e r  c o n t a i n i n g  6 % f o r m i c  a c i d  (1 m l )  
w a s  a d d e d  a n d  m i x e d  t h o r o u g h l y  w i t h  t h e  a l u m i n a .  T h e  t u b e  
w a s  c e n t r i f u g e d  ( 2 0 0 0  g / 5  m i n )  a n d  a  3 u l  a l i q u o t  o f  t h e  
s u p e r n a t a n t  i n j e c t e d  i n t o  t h e  g a s  c h r o m a t o g r a p h .
A l u m i n a  w a s  c h o s e n  f o r  t h i s  m e t h o d  b e c a u s e  o f  i t s  
h i g h  a f f i n i t y  f o r  a c i d s  a n d  t h e  s i m p l i c i t y  o f  i t s  u s e  
( D e e t h  e t  a l . ,  1 9 8 3  ) .  T h e  u s e  o f  f o r m i c  a c i d  t o  r e l e a s e  
t h e  f a t t y  a c i d s  f r o m  t h e  a l u m i n a  w a s  f o u n d  t o  b e  b o t h  
e f f i c i e n t  a n d  c o n v e n i e n t .  I t s  i n c l u s i o n  a l s o  i m p r o v e d  
t h e  s h a p e  o f  t h e  f a t t y  a c i d  p e a k s  i n  t h e  g a s  
c h r o m a t o g r a m s  ( D e e t h  e t  a l . ,  1 9 8 3 ) .  F o r m i c  a c i d  s h o w e d  a 
p e a k  ( x )  i n  t h e  c h r o m a t o g r a m  w i t h  a  r e t e n t i o n  t i m e  
s h o r t e r  t h a n  t h a t  o f  b u t y r i c  a c i d  a n d  w h i c h  d i d  n o t  
i n t e r f e r e  w i t h  t h e  c h r o m a t o g r a m .
S t a n d a r d  P r e p a r a t i o n  a n d  Q u a n t i t a t i o n  o f  F r e e  F a t t y  A c i d s
B e t w e e n  4 a n d  5 6  mg o f  e a c h  f a t t y  a c i d  w e r e  w e i g h e d  
i n t o  a  1 0 0  m l  v o l u m e t r i c  f l a s k .  F o r m i c  a c i d  ( 4 . 0 0  g )  w a s  
a d d e d  a n d  d i l u t e d  t o  t h e  m a r k  w i t h  d i i s o p r o p y l  e t h e r .  
F i v e  a q u e o u s  f a t t y  a c i d  s t a n d a r d s  c o v e r i n g  a  b r o a d
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c o n c e n t r a t i o n  r a n g e  w e r e  p r e p a r e d  f r o m  s t o c k  s o l u t i o n s .  
C a l i b r a t i o n  c u r v e s  w e r e  e s t a b l i s h e d  t o  c h e c k  f o r  
l i n e a r i t y  a n d  q u a n t i t a t i o n s  w e r e  b a s e d  o n  p e a k  a r e a  u s i n g  
t h e  e x t e r n a l  s t a n d a r d  t e c h n i q u e  d e s c r i b e d  b y  D e e t h  e t  a l .  
( 1 9 8 3 ) .
H u l l  T e s t  t o  M e a s u r e  P r o t e o l y s i s
T h e  H u l l  T e s t  {3 9 4 7)  w a s  u s e d  t o  d e t e r m i n e  d i f f e r ­
e n c e s  i n  p r o t e o l y s i s  d u e  t o  p s y c h r o t r o p h i c  i n o c u l a t i o n .  
T h i s  t e s t  i n c l u d e s  i n c o r p o r a t i o n ' o f  1 0  g o f  c h e e s e  w i t h  
9 9  m l  o f  2% s o d i u m  c i t r a t e  b l a n k  a n d  b l e n d e d  f o r  o n e  
m i n u t e .  T e n  m i l l i l i t e r s  o f  t r i c h l o r o a c e t i c  a c i d  (TCA . 7 2  
N) w e r e  a d d e d  t o  5 . 0  m l  o f  t h e  b l e n d e d  m i x t u r e  t o  s t o p  
a n y  f u r t h e r  e n z y m a t i c  a c t i v i t y  a n d  b l o c k  f u r t h e r  p r o t e i n  
d e g r a d a t i o n .  A f t e r  a d d i t i o n  o f  1 . 0  m l  d i s t i l l e d  w a t e r ,  
s a m p l e s  w e r e  m i x e d  t h o r o u g h l y  a n d  a l l o w e d  t o  r e a c t  f o r  a t  
l e a s t  1 0  m i n .  M i x t u r e s  w e r e  t h e n  f i l t e r e d  t h r o u g h  
W h a t m a n  N o .  4 0  f i l t e r  p a p e r  a n d  c o l l e c t e d  i n  c l e a n  d r y  
t e s t  t u b e s .  F o u r  m i l l i l i t e r s  o f  t h e  f i l t r a t e  w e r e  
t r a n s f e r r e d  t o  a  c l e a n  d r y  5 0  m l  E r l e n m e y e r  f l a s k .  T o  
t h i s  w a s  a d d e d  s o d i u m  c a r b o n a t e - s o d i u m  t e t r a p h o s p h a t e  
r e a g e n t  ( 1 0  m l )  w i t h  c o n t i n u o u s  a g i t a t i o n .  F i n a l l y ,  3 . 0  
m l  p h e n o l  r e a g e n t  w e r e  a d d e d  t o  d e v e l o p  t h e  b l u e  c o l o r .  
A n  a d d i t i o n a l  5 m i n  w a s  a l l o w e d  f o r  f u l l  c o l o r  
d e v e l o p m e n t .  A B a u s c h  a n d  L o m b  S p e c t r o n i c  2 0  s p e c t r o ­
p h o t o m e t e r  w a s  a d j u s t e d  t o  z e r o  w i t h  a  c l o s e d  l e n s  a n d  t o  
100% t r a n s m i s s i o n  w i t h  a  5 m l  s a m p l e  o f  d i s t i l l e d  w a t e r
96
w h i c h  h a d  b e e n  t r e a t e d  e x a c t l y  a s  t h e  s a m p l e s .  C o l o r  
i n t e n s i t y  o f  t h e  s a m p l e s  w a s  t h e n  m e a s u r e d  a t  6 5 0  n m .  
P e r c e n t  t r a n s m i t t a n c e  w a s  t h e n  c o n v e r t e d  t o  m i c r o g r a m s  o f  
t y r o s i n e  p e r  5 m l  s a m p l e  w i t h  a  s t a n d a r d  c u r v e  p l o t t i n g  
p e r c e n t  t r a n s m i s s i o n  a s  t h e  X a x i s  a n d  m i c r o g r a m s  o f  
t y r o s i n e  a s  t h e  Y a x i s .
F l a v o r ,  B o d y  a n d  T e x t u r e  E v a l u a t i o n
C h e d d a r  c h e e s e  f r o m  e a c h  v a t  w a s  s u b j e c t e d  t o  
s e n s o r y  e v a l u a t i o n  b y  a  f o u r - m e m b e r  t r a i n e d  p a n e l  a t  d 5 ,  
3 0 ,  6 0  a n d  1 8 0 .  M o d i f i e d  ADSA C h e d d a r  c h e e s e  s c o r e c a r d  
( A n g e v i n e  e t  a l . ,  1 9 5 8 )  w a s  u s e d  t o  s c o r e  t h e  f l a v o r  ( 1 -  
1 0  s c a l e ) ,  w h i l e  b o d y  a n d  t e x t u r e  w e r e  b o t h  s c o r e d  w i t h  
1 - 5  s c a l e s .  A f l a v o r  s c o r e  o f  l e s s  t h a n  5 w a s  r e g a r d e d  
a s  u n a c c e p t a b l e  ( p o o r ) ,  5 - 6  f a i r ,  7 - 8  g o o d  a n d  9 - 1 0  
e x c e l l e n t .
C a l c u l a t i o n  o f  C h e d d a r  C h e e s e  Y i e l d
A c t u a l  c h e e s e  y i e l d  w a s  d e t e r m i n e d  b y  w e i g h i n g  e a c h
i n d i v i d u a l  b l o c k  o f  c h e e s e  a f t e r  p r e s s i n g  ( 1 8  h ) .
T h e o r e t i c a l  c h e e s e  y i e l d  wais c a l c u l a t e d  b y  t h e  Va n  S l y k e
{ 1 8 9 4 }  c h e e s e  y i e l d  f o r m u l a :
( 0 . 9 3  f a t  + c a s e i n  -  0 . 1 )  x  1 . 0 9  =  c h e e s e  y i e l d  ( l b .
1 0 0  -  M o i s t u r e  p e r c e n t  c h e e s e  f r o m  1 0 0
l b .  4% f a t  m i l k )
T h e o r e t i c a l  y i e l d s  w e r e  c a l c u l a t e d  o n  a  d e s i r e d  c h e e s e
m o i s t u r e  c o n t e n t  o f  39%.
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D e t e r m i n a t i o n  o f  P r o t e i n ,  Fa t _ ,  M o i s t u r e , pH a n d  S a l t
T h e  p r o t e i n  c o n t e n t  o f  t h e  p s y c h r o t r o p h i c  
c o n t a m i n a t e d  r a w  m i l k  a f t e r  4 8  h  i n c u b a t i o n  a t  7 ° C  w a s  
d e t e r m i n e d  b y  K j e l d a h l  m e t h o d  a s  d e s c r i b e d  b y  W i l l i a m  e t  
a l .  ( 1 9 7 5 ) .  F a t  c o n t e n t s  o f  r a w  m i l k  a n d  C h e d d a r  c h e e s e  
w e r e  d e t e r m i n e d  u s i n g  B a b c o c k  m e t h o d  ( A t h e r t o n  a n d  
N e w l a n d e r ,  1 9 7 7 ) .  M o i s t u r e  p e r c e n t  o f  t h e  c h e e s e  w a s  
d e t e r m i n e d  u s i n g  a  v a c u u m  o v e n .  S a l t  c o n t e n t  a n d  pH o f  
t h e  c h e e s e  w e r e  d e t e r m i n e d  f o l l o w i n g  m e t h o d s  d e s c r i b e d  b y  
A m e r i c a n  P u b l i c  H e a l t h  A s s o c i a t i o n  ( 1 9 7 8 ) .
S t a t i s t i c a l  A n a l y s i s
T h e  r e s u l t s  o f  c h e m i c a l ,  m i c r o b i o l o g i c a l  a n d  f l a v o r  
d e t e r m i n a t i o n s  w e r e  a n a l y z e d  b y  t h e  A n a l y s i s  o f  V a r i a n c e  
(ANOV) T e c h n i q u e  i n  a  r a n d o m i z e d  b l o c k  d e s i g n ,  b l o c k e d  o n  
b a t c h e s  o f  c h e e s e ,  w i t h  a  s p l i t  p l o t  i n  t i m e  a r r a n g e m e n t  
t r e a t m e n t  ( S t e e l  a n d  T o r r i e ,  1 9 6 0 ) .  T h e  F  t e s t  w a s  u s e d  
t o  d e t e r m i n e  i f  s i g n i f i c a n t  d i f f e r e n c e s  e x i s t e d  a m o n g  
s o u r c e s  o f  v a r i a t i o n .  Wh e n  d i f f e r e n c e s  w e r e  i n d i c a t e d ,  
m e a n s  w e r e  s e p a r a t e d  u s i n g  D u n c a n ' s  M u l t i p l e  R a n g e  T e s t  
t o  d e t e r m i n e  w h e r e  d i f f e r e n c e s  o c c u r r e d  ( S t e e l  a n d  
T o r r i e , 1 9 6 0 )  .
MATERIALS AND METHODS
P a r t  I I
T h e  s e c o n d  p h a s e  o f  t h i s  r e s e a r c h  c o n c e n t r a t e d  o n  
t h e  e f f e c t s  o f  p s y c h r o t r o p h i c  a n d  c o l i f o r m  p o s t ­
p a s t e u r i z a t i o n  c o n t a m i n a t i o n ,  h i g h  m o i s t u r e  a n d  l o w  
a c t i v i t y  s t a r t e r  o n  C h e d d a r  c h e e s e  q u a l i t y .  C h e d d a r  
c h e e s e  p r e p a r a t i o n ,  a s  w e l l  a s  a l l  t e s t s  p e r f o r m e d ,  w e r e  
t h e  s a m e  a s  d e s c r i b e d  i n  P a r t  I  o f  t h i s  m a n u s c r i p t .
T h e  o n l y  r e q u i r e m e n t  s t i p u l a t e d  b y  t h e  d e s i g n  o f  t h e  
e x p e r i m e n t  f o r  t h e  p r e p a r a t i o n  o f  h i g h  m o i s t u r e  c h e e s e  
w a s  a m i l l i n g  a c i d i t y  o f  0 . 4 3 %  l a c t i c  a c i d  a n d  a  m o i s t u r e  
c o n t e n t  o f  c h e e s e  o f  4 0 . 5 % .
T r e a t m e n t  P r e p a r a t i o n
G r a d e  A w h o l e  r a w  m i l k  w a s  p a s t e u r i z e d  a t  7 1 . 7 ° C  f o r  
1 5  s e c  ( H T S T )  a n d  s e p a r a t e d  f o r  t r e a t m e n t  a s  f o l l o w s :  
c o n t r o l ,  p s y c h r o t r o p h  a t  e i t h e r  1 0 , 0 0 0  o r  1 0 0 , 0 0 0 / m l ,  a n d  
c o l i f o r m  a t  1 0 0 0 / m l .  I n  a d d i t i o n ,  h i g h  m o i s t u r e  c h e e s e  
w a s  m a d e .  F i n a l l y ,  a  s t a r t e r  w i t h  l o w  a c t i v i t y  w a s  u s e d  
t o  m a k e  o n e  c h e e s e  s e t .  T e s t s  p e r f o r m e d  w e r e  t h e  s a m e  a s  
d e s c r i b e d  i n  P a r t  I  o f  t h i s  m a n u s c r i p t .  C h e e s e s  w e r e  
s t o r e d  a t  7 ° C  a n d  s a m p l e d  o n  d  0 ,  5 ,  3 0 ,  6 0  a n d  1 8 0 .  A 
s c h e m a t i c  d i a g r a m  o f  t r e a t m e n t  p r e p a r a t i o n  i s  d e p i c t e d  i n  
F i g u r e  8 ,  a n d  t e s t i n g  i s  o u t l i n e d  i n  T a b l e  1.
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Raw milk
j p -
P a s t e u r i z e d  7 1 . 7 ° C / 1 5  s e c
- m -
♦
♦
T r e a t m e n t s
A.  A d d e d  P s e u d o m o n a s  f l u o r e s c e n s  27
1 .  1 0 , 0 0 0 / m l
2 .  1 0 0 , 0 0 0 / m l
B .  A d d e d  C o l i f o r m  ( E n t e r o b a c t e r  a e r o q e n e s )
1 .  1 0 0 0 / m l
C.  H i g h  m o i s t u r e  c h e e s e  4 0 . 5 %
D.  A d d e d  s t a r t e r  w i t h  l o w  a c t i v i t y
E .  C o n t r o l  -  n o  a d d e d  p s y c h r o t r o p h s  o r  c o l i f o r m
C h e e s e  m a n u f a c t u r e
A l l  c h e e s e s  i n c u b a t e d  a t  7 ° C  a n d  a n a l y z e d  f o r  
m i c r o b i o l o g i c a l ,  c h e m i c a l  a n d  f l a v o r  a t  
d  0 ,  5 ,  3 0 ,  6 0  a n d  1 8 0 .
F i g u r e  8 .  S c h e m a t i c  d i a g r a m  o f  t r e a t m e n t  p r e p a r a t i o n  a n d  
t e s t i n g  f o r  P a r t  I I .
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P r i o r  t o  t h i s  s t u d y ,  E n t e r o b a c t e r  a e r o q e n e s  w a s  
i s o l a t e d  o n  V i o l e t  R e d  B i l e  ( VRB)  a g a r  a n d  i d e n t i f i e d  
u s i n g  t h e  E o s i n e  M e t h y l e n e  B l u e  ( EMB)  a g a r  a n d  t h e  
E n t e r o t u b e  I I  a s  i l l u s t r a t e d  i n  F i g u r e  9 .  E n t e r o b a c t e r  
a e r o q e n e s  w a s  c h o s e n  b a s e d  o n  i t s  f r e q u e n c y  o f  o c c u r r e n c e  
i n  d a i r y  p r o d u c t s .  A s c h e m a t i c  d i a g r a m  o f  i d e n t i f i c a t i o n  
o f  P s e u d o m o n a s  f l u o r e s c e n s  a n d  E n t e r o b a c t e r  a e r o q e n e s  i s  
o u t l i n e d  i n  F i g u r e  3 .  E n t e r o t u b e  I I  p e r m i t s  t h e  
i n o c u l a t i o n  o f  a l l  m e d i a '  a n d  t h e  s u b s e q u e n t  p e r f o r m a n c e  
o f  1 5  s t a n d a r d  b i o c h e m i c a l  t e s t s .  T h e  n u m b e r s  
c o r r e s p o n d i n g  t o  t h e  p o s i t i v e  r e a c t i o n s  w e r e  t o t a l e d  a n d  
t h e  c o m p o s i t e  n u m b e r  w a s  t h e n  l o c a t e d  i n  t h e  c o d i n g  
m a n u a l  t o  i d e n t i f y  t h e  o r g a n i s m  a s  s h o w n  i n  F i g u r e  9 .
C o l i f o r m  I n o c u l a t i o n
In this study, a method was developed making 
possible the inoculation of coliform bacteria in known 
quantities to the pasteurized milk. Several methods and 
procedures were tested resulting in the following 
procedure.
1 .  S e v e n  T r y p t i c a s e  S o y  A g a r  (TSA)  s l a n t s  w e r e  p r e ­
p a r e d  i n  t e s t  t u b e s  o f  e q u a l  i n s i d e  d i a m e t e r  a n d  
s l a n t e d  t o  t h e  s a m e  a n g l e  p r o v i d i n g  e q u i v a l e n t  
s u r f a c e  a r e a .
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C on liu ratji, Test Result
I n d o l -  V e
HR -  V e
VP +  V e
C i t r a t e +  V e
EMB F i s h  e y e  
c o l o n y
F i g u r e  9 .  E n t e r o t u b e  I I  f o r  I d e n t i f i c a t i o n  o f  E n t e r o b a c t e r  a e r o g e n e s
A s t a n d a r d  l o o p  o f  a  s t o c k  c u l t u r e  o f  E n t e r o ­
b a c t e r  a e r o g e n e  w a s  u s e d ,  a s e p t i c a l l y  t r a n s ­
f e r r e d  a n d  s p r e a d  o v e r  t h e  e n t i r e  s u r f a c e  o f  
e a c h  s l a n t  ( o n e  l o o p  p e r  s l a n t ) .
A f t e r  i n c u b a t i o n  a t  3 2 ° C  f o r  2 4  h ,  e a c h  s l a n t  
w a s  w a s h e d  w i t h  1 m l  o f  b u f f e r e d  s o l u t i o n .  T h i s  
r e m o v e d  g r o w t h  f r o m  t h e  s u r f a c e  o f  t h e  s l a n t ,  
r e s u l t i n g  i n  a  t u r b i d  s u s p e n s i o n  a t  t h e  b a s e .
A 1 m l  p o r t i o n  f r o m  e a c h  s l a n t  i n  s t e p  3 w a s  
t r a n s f e r r e d  t o  c o r r e s p o n d i n g  b o t t l e s  c o n t a i n i n g  
1 0 0  m l  s t e r i l e  m i l k .  M i l k  w a s  p r e v i o u s l y  h e a t  
t r e a t e d  i n  f l o w i n g  s t e a m  f o r  1 h  a n d  c o o l e d  t o  
2 1 ° C .
T h e s e  s a m p l e s  w e r e  i n c u b a t e d  a t  3 2 ° C  f o r  2 4  h ,  
f o l l o w e d  b y  p l a t i n g  o n  TSA.
P l a t e s  w e r e  i n c u b a t e d  f o r  2 4  h  a t  3 2 ° C  t o  o b t a i n  
a n  a v e r a g e  c o u n t .
A f t e r  e s t a b l i s h i n g  t h e  a v e r a g e  c o u n t  i n  s t e p  6 ,  
s t e p s  1 t h r o u g h  5 w e r e  c o n d u c t e d  w i t h  t w o  s l a n t s  
p r i o r  t o  i n o c u l a t i o n  o f  p a s t e u r i z e d  m i l k .  
D u p l i c a t e  b o t t l e s  o f  s t e r i l e  m i l k  c o n t a i n i n g  t h e  
c o l i f o r m  b a c t e r i a  i n  s t e p  5 w e r e  c o m b i n e d  i n  a  
s t e r i l e  W h i r l - P a c k  b a g  ( N a s c o ,  I n c . ,  F t .  A d k i n -  
s o n ,  WI)  i m m e d i a t e l y  p r i o r  t o  i n o c u l a t i o n .  
I n o c u l a t i o n  l e v e l s  w e r e  c a l c u l a t e d  b a s e d  o n  t h e  
a v e r a g e  c o u n t  i n  s t e p  6 .
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S t o c k  c u l t u r e s  o f  E n t e r o b a c t e r  a e r o g e n e s  w e r e  
t r a n s f e r r e d  e v e r y  3 mo o n  TSA s l a n t s  t o  m a i n t a i n  
c u l t u r a l  a c t i v i t y .  I n  a d d i t i o n ,  c u l t u r e  p u r i t y  
w a s  v e r i f i e d  r o u t i n e l y  a t  t i m e  o f  t r a n s f e r .  TSA 
p l a t e s  w e r e  s t r e a k e d  a n d  i n c u b a t e d  a t  3 2 ° C  f o r  
24  h .  I s o l a t e d  c o l o n i e s  w e r e  s e l e c t e d  a n d  i d e n ­
t i f i e d  b y  t h e  E n t e r o t u b e  I I  m e t h o d .  T h e  a b o v e  
p r o c e d u r e  p r o v e d  v e r y  e f f e c t i v e  i n  o b t a i n i n g  
d e s i r e d  l e v e l s  o f  E n t e r o b a c t e r  a e r o g e n e s  i n  
t r e a t m e n t  p r e p a r a t i o n s .
CHAPTER I V  
RESULTS AND DI SCUSSI ON
P a r t  I
T h e  p u r p o s e  o f  t h i s  r e s e a r c h  w a s  t o  e x a m i n e  c h e m i ­
c a l ,  m i c r o b i o l o g i c a l  a n d  f l a v o r  c h a n g e s  i n  C h e d d a r  c h e e s e  
d u r i n g  6 m o  a g i n g  a t  7 ° C .  T h e  f i r s t  p a r t  o f  t h i s  s t u d y  
c o n c e n t r a t e d  o n  t h e  e f f e c t  o f  p s y c h r o t r o p h s  i n  r a w  m i l k  
o n  C h e d d a r  c h e e s e  q u a l i t y .  T h i s  p r o b l e m  w a s  c o n s i d e r e d  
t o  b e  o f  c o m m e r c i a l  i m p o r t a n c e ;  t h e r e f o r e ,  e v e r y  e f f o r t  
w a s  m a d e  t o  f o l l o w  c o m m e r c i a l  p r a c t i c e s  i n  t h e  
m a n u f a c t u r e  o f  t h i s  p r o d u c t .
E,f f  e  c  t_ o f  _ P s y c  h r o t r o p h i c  C o n t a m i n a t i o n  o n  F l a v o r ,  B o d y  
a n d  T e x t u r e  o f  C h e d d a r " C h e e s e
I n  t h i s  s t u d y ,  f l a v o r  e v a l u a t i o n s  w e r e  c o n d u c t e d  o n  
5 ,  3 0 ,  6 0  a n d  1 8 0  d l  T h e  A n a l y s i s  o f  V a r i a n c e  T e c h n i q u e  
(ANOV) w a s  p e r f o r m e d  t o  p a r t i t i o n  s o u r c e s  o f  v a r i a t i o n .  
T h e  F t e s t  d e s c r i b e d  b y  S t e e l  a n d  T o r r i e  ( 1 9 6 0 )  w a s  u s e d  
t o  d e t e r m i n e  i f  d i f f e r e n c e s  i n  s o u r c e s  o f  v a r i a t i o n  
e x i s t e d .  I f  d i f f e r e n c e s  w e r e  f o u n d ,  m e a n s  f o r  b o t h  
p s y c h r o t r o p h i c  b a c t e r i a  l e v e l s  a n d  c h a n g e s  d u r i n g  s t o r a g e  
w e r e  s e p a r a t e d  b y  D u n c a n ' s  M u l t i p l e  R a n g e  T e s t  ( S t e e l  a n d  
T o r r i e ,  1 9 6 0 ) .
M e a n  f l a v o r  s c o r e s  f o r  t h e  c o n t r o l  a n d  h i g h  p s y c h r o ­
t r o p h i c  i n o c u l a t i o n  l e v e l  ( T a b l e  2 )  r e v e a l e d  t h a t  t h e
1 0 4
1 0 5
c o n t r o l  c h e e s e  h a d  a  s i g n i f i c a n t l y  s u p e r i o r  f l a v o r  s c o r e  
t h a n  a l l  t h e  p s y c h r o t r o p h i c  t r e a t e d  c h e e s e s .  I n  
a d d i t i o n ,  c h e e s e  t r e a t e d  w i t h  P .  f l u o r e s c e n s  P 2 7  h a d  
s i g n i f i c a n t l y  {P < . 0 0 1 )  l o w e r  f l a v o r  s c o r e  t h a n  P .
f 1 u o r e s c e n s  P 1 0 3 .  R e s u l t s  s h o w n  i n  T a b l e  1 4  i n d i c a t e  
t h a t  P .  f l u o r e s c e n s  P 2 7  h a d  s i g n i f i c a n t l y  ( P  < . 0 0 1 )  
h i g h e r  p r o t e o l y t i c  a c t i v i t y  t h a n  P .  f l u o r e s c e n s  P 1 0 3 .  
T h e  l o w e r  f l a v o r  s c o r e  c a u s e d  b y  P .  f l u o r e s c e n s  P 2 7  c o u l d  
b e  a t t r i b u t e d  t o  i t s  h i g h  p r o t e o l y t i c  a c t i v i t y .
T h e  p r e d o m i n a n t  f l a v o r  c r i t i c i s m s  i n  t h e  c h e e s e  m a d e  
f r o m  p s y c h r o t r o p h i c  c o n t a m i n a t e d  r a w  m i l k  w e r e  b i t t e r  a n d  
u n c l e a n  a f t e r  6 0  d  o f  r e f r i g e r a t e d  ( 7 ° C )  s t o r a g e  ( T a b l e  
3 ) .  By  1 8 0  d b i t t e r n e s s  w a s  d e t e c t e d  i n  38% o f  t h e  
c h e e s e s  i n o c u l a t e d  w i t h  b o t h  m e d i u m  a n d  h i g h  l e v e l s  o f  
p s y c h r o t r o p h s ; n o n e  o f  t h e  c o n t r o l  s a m p l e s  w e r e  c r i t i ­
c i z e d  a s  b i t t e r  ( T a b l e  4 ) .  T h i s  i n d i c a t e s  p r o b a b l e  
p r o d u c t i o n  o f  b i t t e r  p e p t i d e s  b y  t h e  p s y c h r o t r o p h i c  
b a c t e r i a .  By 1 8 0  d  u n c l e a n  f l a v o r  w a s  d e t e c t e d  i n  25% o f  
t h e  c h e e s e s  i n o c u l a t e d  w i t h  b o t h  m e d i u m  a n d  h i g h  l e v e l s  
o f  p s y c h r o t r o p h s .  On t h e  s a m e  d a y ,  n o n e  o f  t h e  c o n t r o l  
s a m p l e s  w e r e  c r i t i c i z e d  a s  u n c l e a n  ( T a b l e  4 ) .  T h i s  
o c c u r r e n c e  s u p p o r t e d  d a t a  d e m o n s t r a t i n g  t h a t  p s y c h r o ­
t r o p h s  a t  l e v e l s  g r e a t e r  t h a n  1 , 0 0 0 , 0 0 0 / m l  i n  t h e  m i l k  
r e s u l t e d  i n  a  b i t t e r  f l a v o r  d u r i n g  s t o r a g e  o f  t h e  
f i n i s h e d  p r o d u c t  e v e n  t h o u g h  n u m b e r s  a f t e r  p r o c e s s i n g  
w e r e  l o w  ( P a t e l  a n d  B l a n k e n a g e l ,  1 9 7 2 ) .  S c h o r m u l l e r
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T a b l e  2 .  E f f e c t  o f  p s y c h r o t r o p h i c  c o n t a m i n a t i o n  o f  r a w  
m i l k  o n  t h e  f l a v o r  o f  C h e d d a r  c h e e s e .
M e a n
T r e a t m e n t  F l a v o r  S c o r e
1 . C o n t r o l  C h e e s e 7 . 9 5 A*
2 . P .  f l u o r e s c e n s 1 0 3 - 1 0 , 0 0 0 / m l 7 . 2 0 B
3 . P .  f l u o r e s c e n s 1 0 3 - 1 0 0 , 0 0 0 / m l 6 . 9 0 BC
4 . P .  f l u o r e s c e n s 2 7 - 1 0 , 0 0 0 / m l 6 . 6 5 C
5 . P .  f l u o r e s c e n s 2 7 - 1 0 0 , 0 0 0 / m l 6 . 5 5 c
* M e a n s  n o t  f o l l o w e d  b y  t h e  s a m e  l e t t e r  d i f f e r  s i g n i f i ­
c a n t l y  ( P .  < . 0 0 1 ) .
T a b l e  3 .  M o s t  f r e q u e n t l y  n o t e d  f l a v o r  c r i t i c i s m s  o v e r  
t i m e  f o r  c o n t r o l  a n d  t r e a t e d  c h e e s e .
T r e a t m e n t
C o n t r o l
P s y c h r o t r o p h
F l a t
F l a t
 T i me _  ( d )
30__  __ 6_0_
F l a tF l a t
F l a t  F l a t
S I .  B i t t e r
B i t t e r  U n c l e a n
1 8 0
A c i d
B i t t e r
U n c l e a n
A c i d
S u l f i d e
T a b l e  4 .  F r e q u e n c y  d i s t r i b u t i o n  o f  f l a v o r  c r i t i c i s m s . o f  c o n t r o l  a n d  p s y c h r o t r o p h  
t r e a t e d  c h e e s e  a t  1 8 0 d .
T r e a t m e n t
I . C o n t r o l
I I .  £ .  f l u o r e s c e n s  103  
I I I .  P .  f l u o r e s c e n s  27
No.
Samp l e s
5
10
10
F l a t
1 ( 2 0 )
2 ( 1 0 )
3 ( 1 4 )
_______ F l a v o r  F r e q u e n c y  (%_)*__________ ________
H i t t e r  U n c l e a n  A c i d  S u l f i d e
0 0 4 ( 8 0 )  0
0 ( 3 0 )  5 ( 2 5 )  6 ( 3 0 )  1 ( 5 )
8 ( 3 8 )  5 ( 2 4 )  0 5 ( 2 4 )
♦ P e r c e n t  v a l u e s  b a s e d  o n  t o t a l  n u m b e r  o f  d e f e c t s  a n d  n o t  t o t a l  n u m b e r  o f  s a m p l e s .  
M o r e  t h a n  o n e  c r i t i c i s m  c o u l d  b e  u s e d  f o r  e a c h  s a m p l e .
( 1 9 6 8 )  d e m o n s t r a t e d  t h a t  p r o t e a s e s  a n d  p e p t i d a s e s  a r e  
i n v o l v e d  i n  t h e  f l a v o r  a n d  t e x t u r e  d e v e l o p m e n t  o f  b o t h  
s o f t  a n d  h a r d  t y p e s  o f  c h e e s e s .  T h e s e  r e s u l t s  s u p p o r t e d  
d a t a  f r o m  i n v e s t i g a t o r s  ( M a y e r h o f e r  e t  a l . ,  1 9 7 3 )  w h o  
i s o l a t e d  a n d  c h a r a c t e r i z e d  a  p r o t e a s e  f r o m  P s e u d o m o n a s  
f l u o r e s c e n s  w h i c h  r e t a i n e d  71% o f  i t s  o r i g i n a l  a c t i v i t y  
a f t e r  b e i n g  h e a t e d  a t  7 1 . 4 ° C  f o r  6 0  m i n .  T h e  e n z y m e  
h y d r o l y z e d  m i l k  p r o t e i n  a t  4 ° C .  W h e n  a  p r o t e a s e  o f  P .  
f l u o r e s c e n s  w a s  a d d e d  t o  m i l k  f o r  C h e d d a r  c h e e s e  m a k i n g  
a n d  t h e  m i l k  t h e n  h e l d  f o r  1 2  h a t  4 ° C  p r i o r  t o  
m a n u f a c t u r e ,  f l a v o r  s c o r e s  w e r e  s i g n i f i c a n t l y  l o w e r  t h a n  
t h o s e  o f  c o n t r o l  s a m p l e s ;  b i t t e r n e s s  o c c u r r e d  m o s t  
f r e q u e n t l y  i n  c h e e s e  m a d e  w i t h  P s e u d o m o n a s  f l u o r e s c e n s . 
J u f f s  ( 1 9 7 4 )  r e p o r t e d  o f f - f l a v o r  f o r m a t i o n  b y  p s e u d o m o n a s  
p r o t e i n a s e s  i n  A u s t r a l i a n  C h e d d a r  c h e e s e .  A d a m s ,  B a r a c h  
a n d  S p e c k  ( 1 9 7 5 )  a n d  D r i e s s e n  ( 1 9 7 6 )  r e p o r t e d  t h a t  a d d e d  
h e a t - r e s i s t a n t  p s e u d o m o n a s  p r o t e a s e s  c a u s e d  r a p i d  s p o i l ­
i n g  o f  s t e r i l e  m i l k  w i t h  t h e  d e v e l o p m e n t  o f  b i t t e r  
f l a v o r .
T h e  e x c e s s i v e  b i t t e r n e s s  i n  s o m e  c h e e s e  i s  o b j e c ­
t i o n a b l e ,  a n d  t h e r e f o r e  o f  c o n s i d e r a b l e  e c o n o m i c  s i g n i f i ­
c a n c e .  E x c e s s i v e  b i t t e r n e s s  i s  i n f l u e n c e d  b y  t h e  c h e e s e  
m a k i n g  p r o c e d u r e  a n d  b y  f a c t o r s  s u c h  a s  s t r a i n  o f  s t a r t e r  
c u l t u r e ,  r e n n e t  c o n c e n t r a t i o n ,  h e a t  t r e a t m e n t  o f  t h e  
m i l k ,  a c i d i t y  o r  pH o f  c h e e s e  a n d  s a l t  c o n c e n t r a t i o n  
( Emmons  e t  a l . ,  1 9 6 2 ) .
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Bitterness, a flavor defect of cheese and of other 
cultured dairy products, has been found to be due to the 
accumulation of bitter-tasting peptides (Raadsveld, 1953) 
which are formed during the normal breakdown of casein by 
rennet and by bacterial proteolytic enzymes (Stadhouders, 
1959; Emmons, 1962a,b; Gordon and Speck, 1965b; Harwalkar 
and Seitz, 1971; Harwalkar and Elliott, 1971; Richardson 
and Creamer, 1973; Hamilton et al., 1974; Fryer, 1969; 
Stadhouders and Hup, 1974; Lawrence, 1976).
All the bitter compounds which have been extracted 
from cheese and other cultured dairy products have been 
identified as peptides originating from s or ^-casein. 
These peptides are fragments split off the casein 
molecules by proteolytic enzymes present in the rennet 
extracts and in the starter bacteria (Jago, 1974). These 
peptides, which originated from B-casein, have special 
chemical properties which enable them to react with the 
taste buds at the back of the tongue to give the 
sensation of bitterness (Jago, 1974). However, the bac­
terial peptidases may also contribute to the formation of 
bitter peptides by reducing the size of peptides 
initially too large to give a bitter taste (Sullivan and 
Jago, 1972; Sullivan, Mou, Rood and Jago, 1973).
An alternative and possibly more realistic explana­
tion for the off-flavor and lower flavor scores in 
cheeses treated with psychrotrophs is that the incidence
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o f  l i p o l y t i c  a c t i v i t y  a m o n g  t h e  p s y c h r o t r o p h i c  G r a m  
n e g a t i v e  f l o r a  o f  t h e  r a w  in i l k  w a s  s i g n i f i c a n t l y  
( P  < . 0 0 1 )  h i g h e r  i n  s t r a i n s  o f  P .  f 1 u o r e s c e n s  P 2 7  a n d  
P 1 0 3  t h a n  i n  t h e  c o n t r o l  c h e e s e  a s  s h o w n  i n  T a b l e s  2 6  a n d  
2 7  ( a l s o  i n  F i g u r e s  4 6 ,  4 7 ,  4 8  a n d  4 9 ) .  P s e u d o m o n a s
l i p a s e ,  c a r r i e d  o v e r  f r o m  s t o r e d  r a w  m i l k  i n t o  c h e e s e ,  i s  
a  w e l l - e s t a b l i s h e d  s o u r c e  o f  o f f - f l a v o r s  a n d  h a s  n e v e r  
b e e n  c i t e d  a s  a  s o u r c e  o f  i m p r o v e m e n t  e v e n  w h e n  
p r o g r e s s i v e  r i p e n i n g  w a s  s t u d i e d  ( L a w ,  S h a r p  a n d  C h a p m a n ,  
1 9 7 6 ;  C o u s i n  a n d  M a r t h ,  1 9 7 7 ;  C o g a n ,  1 9 7 7 ) .  C o g a n  ( 1 9 3 0 )  
r e v i e w e d  s e v e r a l  s t u d i e s  t h a t  d i s c u s s e d  t h e  d e t e r i o r a t i v e  
e f f e c t  o f  h e a t - r e s i s t a n t  m i c r o b i a l  l i p a s e s  o n  c h e e s e  
q u a l i t y  a n d  h e  f o u n d  t h a t  p s y c h r o t r o p h i c  b a c t e r i a  p r o d u c e  
m o s t  o f  t h e  h e a t - r e s i s t a n t  m i c r o b i a l  l i p a s e s .
M e a n  b o d y / t e x t u r e  s c o r e s  f o r  t h e  c o n t r o l  a n d  h i g h  
p s y c h r o t r o p h i c  i n o c u l a t i o n  l e v e l  ( T a b l e  5)  r e v e a l e d  t h a t  
c h e e s e  m a d e  f r o m  p s y c h r o t r o p h i c  c o n t a m i n a t e d  r a w  m i l k  h a d  
s i g n i f i c a n t l y  ( P  < . 0 0 1 )  l o w e r  b o d v / t e x t u r e  s c o r e s  t h a n  
t h e  c o n t r o l .  I n  a d d i t i o n ,  c h e e s e  t r e a t e d  w i t h  P .  
f l u o r e s c e n s  P 2 7  h a d  s i g n i f i c a n t l y  ( P  < . 0 0 1 )  l o w e r
b o d y / t e x t u r e  s c o r e  t h a n  P .  f l u o r e s c e n s  P 1 0 3 .  R e s u l t s  
s h o w n  i n  T a b l e  1 4  i n d i c a t e  t h a t  P .  f  1 u o r e s c e n s  P 2 7  h a d  
s i g n i f i c a n t l y  (P < .001") - h i g h e r  . p r o t e o l y t i c ,  a c t i v i t y  . t h a n .  
Z* f l u o r e s c e n s  P i  0 3 .  T h e  p r e d o m i n a n t  b o d y / t e x t u r e  
c r i t i c i s m s  n o t e d  a f t e r  6 0  a n d  1 8 0  d  w e r e  w e a k ,  o p e n  a n d  
g a s s y  ( T a b l e s  6 a n d  7 ) .  T h e s e  d e f e c t s  a r e  o f t e n  s e e n  i n
I l l
T a b l e  5 .  E f f e c t  o f  p s y c h r o t r o p h i c  c o n t a m i n a t i o n  o f  r a w  
m i l k  o n  t h e  b o d y  o f  C h e d d a r  c h e e s e .
Me a n
T r e a t m e n t  B o d y  S c o r e
1 .  C o n t r o l  4 . 2 0  A*
2 .  P .  f l u o r e s c e n s  1 0 3 - 1 0 , 0 0 0 / m l  3 . 6 5  B
3 .  P .  f l u o r e s c e n s  1 0 3 - 1 0 0 , 0 0 0 / m l  3 . 6 0  B
4 .  P .  f l u o r e s c e n s  2 7 - 1 0 0 , 0 0 0 / m l  3 . 3 5  EC
5 .  P .  f l u o r e s c e n s  2 7 - 1 0 , 0 0 0 / m l  2 . 9 0  C
* H e a n s  n o t  f o l l o w e d  b y  t h e  s a m e  l e t t e r  d i f f e r  s i g n i f i ­
c a n t l y  {P < . 0 0 1 ) .
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h i g h  m o i s t u r e  c h e e s e .  A l l  c h e e s e s  m a d e  w i t h  p s y c h r o ­
t r o p h i c  c o n t a m i n a t e d  r a w  m i l k  r e s u l t e d  i n  c h e e s e  w i t h  
s i g n i f i c a n t l y  ( P  < . 0 0 1 )  h i g h e r  m o i s t u r e  c o n t e n t  t h a n  t h e  
c o n t r o l  ( T a b l e  1 6 ) .  Y a n  e t . a l .  ( 1 9 8 3 )  r e p o r t e d  t h a t  
m o i s t u r e  c o n t e n t  i n c r e a s e d  f o r  c h e e s e  m a d e  f r o m  r a w  m i l k  
h e l d  u n d e r  p r o l o n g e d  s t o r a g e  a t  7 ° C .  S u c h  r a w  m i l k  m a y  
u n d e r g o  e x c e s s i v e  p r o t e o l y s i s  w h i c h  i n c r e a s e s  t h e  w a t e r -  
b i n d i n g  c a p a c i t y  o f  t h e  d e n a t u r e d  m i l k  p r o t e i n s  i n  t h e  
c u r d  r e s u l t i n g  i n  s o f t - b o d i e d  c u r d .  S c h o r m u l l e r  ( 1 9 6 8 )  
h a s  d e m o n s t r a t e d  t h a t  p r o t e a s e s  a r e  i n v o l v e d  i n  t e x t u r e  
d e v e l o p m e n t  o f  b o t h  s o f t  a n d  h a r d  t y p e s  o f  c h e e s e s .  T h e  
d e g r a d a t i o n  o f  p r o t e i n s  b y  m i c r o b i a l  p r o t e a s e s  
c o n t r i b u t e s  t o  a  s o f t e n i n g  o f  t h e  c h e e s e  ( A r u n  a n d  
S h a h a n i ,  1 9 7 8 ) .  T h i s  o c c u r r e n c e  s u p p o r t e d  d a t a  b y  o t h e r s  
d e m o n s t r a t i n g  t h a t  t h e  e n z y m e - t r e a t e d  c h e e s e s  w e r e  
s o f t e r - b o d i e d  a n d  m o r e  b r i t t l e  t h a n  u n t r e a t e d  c h e e s e s  o f  
t h e  s a m e  a g e  ( L a w  e t  a l . ,  1 9 8 2 ) .
M i c r o b i o l o g i c a l  p r o f i l e  o f  C h e d d a r  c h e e s e  a t  
d i f f e r e n t  a g i n g  t i m e s  a r e  s h o w n  i n  T a b l e s  8 a n d  9 .  T h e s e  
p r o f i l e s  r e v e a l e d  t h a t  a l l  t h e  m i c r o b i o l o g i c a l  c o u n t s  
s h o w e d  t h a t  l a c t o b a c i l l i  ( F i g u r e s  1 0  a n d  1 3 ) ,  
s t r e p t o c o c c i  ( F i g u r e s  1 0  a n d  1 2 )  a n d  t o t a l  a e r o b i c  c o u n t s  
( F i g u r e s  1 0  a n d  1 1 )  t e n d  t o  d e c r e a s e  w i t h  t i m e  a n d  w e r e  
s i g n i f i c a n t l y  ( P  < . 0 0 1 )  l o w e r  a t  b o t h  6 0  a n d  1 8 0  d .  A t  
0 d  b o t h  p s y c h r o t r o p h i c  ( F i g u r e  1 4 )  a n d  c o l i f o r m  ( F i g u r e  
1 5 )  c o u n t s  w e r e  s i g n i f i c a n t l y  ( P  < . 0 0 1 )  h i g h e r  t h a n  t h e
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T a b l e  6 .  M o s t  f r e q u e n t l y  n o t e d  b o d y / t e x t u r e  c r i t i c i s m  
o v e r  t i m e  f o r  c o n t r o l  a n d  p s y c h r o t r o p h i c  
t r e a t e d  C h e d d a r  c h e e s e .
T i m e  ( d )
T r e a t m e n t ____ 5____ _ 2 P __ 60 1 8 0
1 .  C o n t r o l O p e n
C u r d y
O p e n
C u r d y
O p e n O p e n
2 .  P s y c n r o t r o p h Weak Weak Weak Weak
O p e n
C u r d y
C r u m b l y
G a s s y
O p e n
C u r d y
G a s s y
O p e n
C u r d y
G a s s y
O p e n
G a s s y
T a b l e  7 .  F r e q u e n c y  d i s t r i b u t i o n  o f  b o d y / t e x t u r e  c r i t i ­
c i s m s  o f  c o n t r o l  a n d  p s y c h r o t r o p h i c  t r e a t e d  
C h e d d a r  c h e e s e  a t  1 8 0  d .
 C r i t i c i s m  F r e q u e n c y  (_%_)*_____
No.
T r e a t m e n t  S a m p l e s  We ak  O p e n  C u r d y  C r u m b l y  G a s s y
1 .  C o n t r o l  5 0 1 ( 1 0 0 ) 0  0 0
2 * £ •  f l u o r e s c e n s  10  3 ( 2 2 )  1 0 ( 7 1 )  0 0 1 ( 7 )
P I  0 3
3 .  P .  f l u o r e s c e n s  10  2 ( 1 4 )  1 0 ( 7 2 )  0 0 2 ( 1 4 )
P 2 7
* P e r c e n t  v a l u e s  b a s e d  o n  t o t a l  n u m b e r  o f  d e f e c t s  a n d  n o t  
t o t a l  n u m b e r  o f  s a m p l e s .  M o r e  t h a n  o n e  c r i t i c i s m  c o u l d  
b e  u s e d  f o r  e a c h  s a m p l e .
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T a b l e  8 .  S t a n d a r d  p l a t e  c o u n t  a n d  s t r e p t o c o c c i  c o u n t  o f  
C h e d d a r  c h e e s e  a t  d i f f e r e n t  a g i n g  t i m e s .
D a y s SPC S t r e p t o c o c c i
0 6 6 4 , 2 8 0 , 0 0 0 A* • 7 6 2 , 4 0 0 , 0 0 0 A
5 7 9 7 , 2 0 0 , 0 0 0 A 1 , 0 3 0 , 8 0 0 , 0 0 0 B
30 5 0 6 , 8 8 0 , 0 0 0 A 5 0 5 , 2 4 0 , 0 0 0 C
60 1 8 9 , 4 4 0 , 0 0 0 B 7 7 , 6 0 0 , 0 0 0 D
1 8 0 4 , 8 3 5 , 8 0 0 B 2 0 1 , 7 6 0 D
* M e a n s  i n  a  c o l u m n  n o t  f o l l o w e d  b y  t h e ■s a m e  l e t t e r  d i f f e r  
s i g n i f i c a n t l y  ( P  < . 0 0 1 ) .
T a b l e  9 .  C o l i f o r m ,  p s y c h r o t r o p h i c  a n d  l a c t o b a c i l l i
c o u n t s  o f  C h e d d a r  c h e e s e  a t  d i f f e r e n t  a g i n g  
t i m e s .
D a y s C o l i f o r m P s y c h r o t r o p h s L a c t o b a c i l 1 i
0 9 8 5 . 8 8 A* 1 5 , 3 5 4 A 1 , 1 5 8 , 6 0 0 , 0 0 0 A
5 9 6 8 . 8 4 A 3 , 5 1 3 B 1 , 3 9 8 , 4 0 0 , 0 0 0 A
30 7 3 0 . 8 8 A 3 , 0 3 2 B 8 5 6 , 4 0 0 , 0 0 0 B
6 0 1 0 3 . 1 0 A 2 , 0 4 4 B 3 3 4 , 3 2 0 , 0 0 0 C
1 8 0 1 6 . 8 8 A 31 B 2 , 7 0 9 , 6 8 0 D
* M e a n s  i n  a  c o l u m n  n o t  f o l l o w e d  b y  t h e  s a m e  l e t t e r  d i f f e r  
s i g n i f i c a n t l y  ( P  . 0 0 1 ) .
1 1 5
o t h e r  d a y s .  T h e  d e c l i n e  o f  t h e s e  b a c t e r i a  d u r i n g  s t o r a g e  
o f  C h e d d a r  c h e e s e  a t  7 ° C  c o u l d  b e  r e l a t e d  t o  t h e  e f f e c t  
o f  a c i d  t h a t  b u i l d s  u p  d u e  t o  t h e  l a c t i c  a c i d  p r o d u c i n g  
b a c t e r i a .  I n  a d d i t i o n ,  m a n y  o f  t h e s e  G r a m  n e g a t i v e  r o d s  
w e r e  i n j u r e d  b e c a u s e  o f  t h e  c o o k i n g  t e m p e r a t u r e  a n d  
s a l t i n g .  A m o r e  r e a l i s t i c  e x p l a n a t i o n  w a s  o f f e r e d  b y  Law
( 1 9 8 2 )  w h o  c o n c l u d e d  t h a t  b a c t e r i a l  g r o w t h  i n  t h e  C h e d d a r  
c h e e s e  w a s  l i m i t e d  b y  t h e  c o n d i t i o n s  o f  a c i d i t y ,  s a l t  
c o n c e n t r a t i o n  a n d  r e d o x  p o t e n t i a l  s o  t h a t  f u l l ,  m a t u r e  
f l a v o r  m i g h t  t a k e  u p  t o  1 2  m o  t o  d e v e l o p .
J u f f s  a n d  B a b e l  ( 1 9 7 5 )  h a v e  s t u d i e d  t h e  i n h i b i t i o n  
o f  p s y c h r o t r o p h s  d u e  t o  t h e  a d d i t i o n  o f  a  v a r i e t y  o f  
c o m m e r c i a l  l a c t i c  c u l t u r e s  t o  m i l k .  I n  t h e  s a m e  s t u d y ,  
i t  w a s  r e v e a l e d  t h a t  t h e  i n h i b i t i o n  o f  p s y c h r o t r o p h s  
r e s u l t e d  i n  a  r e d u c t i o n  o f  g r o w t h  r a t e  r a t h e r  t h a n  t h e  
r e d u c t i o n  o f  i n i t i a l  p s y c h r o t r o p h i c  p o p u l a t i o n .
E f f e c t  o f  P s y c h r o t r o p h s  o n  C h e d d a r  C h e e s e  Y i e l d
C h e d d a r  c h e e s e  y i e l d  i s  i m p o r t a n t  t o  d e t e r m i n e  t h e  
p r i c e  o f  c h e e s e .  R e s u l t s  s h o w n  i n  T a b l e  1 0  i n d i c a t e  t h a t  
t h e  a c t u a l  y i e l d  o f  t h e  c o n t r o l  c h e e s e  w a s  b a s e d  o n  t h e  
w e i g h t  o f  e a c h  i n d i v i d u a l  b l o c k  o f  c h e e s e  a f t e r  1 8  h 
p r e s s i n g .  T h i s  y i e l d  ( c o n t r o l )  w a s  s i g n i f i c a n t l y  
( P C . 0 0 1 )  h i g h e r  t h a n  t h r e e  o f  t h e  f o u r  c h e e s e s  t h a t  w e r e  
m a d e  f r o m  m i l k  c o n t a i n i n g  a d d e d  p s y c h r o t r o p h s .  No s i g n i ­
f i c a n t  d i f f e r e n c e s  w e r e  n o t e d  i n  a l l  t h e  t h e o r e t i c a l
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Fiflure 10 • Microbiological profile of Cheddar 
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F i g u r e  11. T o t a l  b a c t e r i a l  c o u n t  (SPC) o f  c o n t r o l  
c h e e s e  v s .  c h e e s e  made f ro m  p s y c h r o ­
t r o p h i c  c o n t a m i n a t e d  r aw  m i l k  a t  
d i f f e r e n t  a g i n g  t i m e s .
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Figure 12. Streptococcal population of control 
cheese vs. cheese made from psychro­
trophic contaminated raw milk at 
different aging times.
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Figure 14. Psychrotrophic counts (CVT) of control 
cheese vs. cheese made from psychro­
trophic contaminated raw milk at 
different aging times.
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Figure 15. Coliform counts of control cheese vs.
cheese mode from psychrotrophic con­
taminated raw milk.
T a b l e  1 0 .  E f f e c t '  o f  p s y c h r o t r o p h i c  c o n t a m i n a t i o n  o f  r a w  m i l k  o n  t h e  
y i e l d  o f  C h e d d a r  c h e e s e .
Mea n
T h e o r e t i c a l
T r e a t m e n t  Y i e l d - W e i g h t ____________ Y i e l d __
1 .  C o n t r o l  1 0 . 7 2 4  A* 1 0 . 8 8 6  A*
2 .  P .  f l u o r e s c e n s  1 0 3 - 1 0 , 0 0 0 / m l  1 0 . 6 3 2  A 1 0 . 8 0 0  A
3* P* f l u o r e s c e n s  1 0 3 - 1 0 0 , 0 0 0 / m l  1 0 . 5 0  B 1 0 . 8 1 2  A
4 .  P .  f l u o r e s c e n s  2 7 - 1 0 , 0 0 0 / m l  1 0 . 4 9  B 1 0 . 8 1 6  A
5 .  P .  f l u o r e s c e n s  2 7 - 1 0 0 , 0 0 0 / m l  1 0 . 4 0  B 1 0 . 8 3 4  A
* M e a n s  i n  a  c o l u m n  n o t  f o l l o w e d  b y  t h e  s a m e  l e t t e r  d i f f e r  s i g n i f i ­
c a n t l y  ( P  < . 0 0 1 )  .
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c h e e s e  y i e l d s  t h a t  w e r e  c a l c u l a t e d  b y  V a n  S l y k e ' s  ( 1 9 8 4 )  
c h e e s e  y i e l d  f o r m u l a .
O v e r  a l l  s t o r a g e  t i m e  a t  7 ° C ,  t h e  c o n t r o l  c h e e s e  
s h o w e d  s i g n i f i c a n t l y  (P < . 0 0 1 }  l e s s  p r o t e o l y s i s  t h a n  t h e  
c h e e s e  t h a t  w a s  m a d e  f r o m  m i l k  c o n t a i n i n g  a d d e d  p s y c h r o ­
t r o p h s  ( T a b l e  1 4 ) .  T h i s  o b s e r v a t i o n  s u p p o r t e d  d a t a  b y  
S w a r t  e t  a l .  ( 1 9 8 3 ) ,  w h o  a l s o  r e p o r t e d  t h a t  C h e d d a r  
c h e e s e  y i e l d  d e c r e a s e d  a s  c o u n t s  o f  p s y c h r o t r o p h s  i n  r a w  
m i l k  i n c r e a s e d  o n  s t o r a g e .  C h e d d a r  c h e e s e  y i e l d  
r e d u c t i o n  w a s  c o r r e l a t e d  w i t h  b o t h  l i p i d  a n d  p r o t e i n  
d e g r a d a t i o n .  C h e d d a r  c h e e s e  y i e l d  w a s  n o t  a f f e c t e d  w h e n  
g r a d e  A r a w  m i l k  w a s  s t o r e d  a t  4 o r  7 ° C  u p  t o  6 a n d  4 d ,  
r e s p e c t i v e l y  ( Y a n  e t  a l . ,  1 9 8 3 ) .  A r a p i d  d e c r e a s e  i n  
y i e l d  w a s  o b s e r v e d  w h e n  b a c t e r i a l  c o u n t s  w e r e  g r e a t e r
Q
t h a n  1 0 °  C F U / m l .  D e c r e a s e  i n  y i e l d  w a s  r e l a t e d  t o  
i n c r e a s e s  i n  p r o t e o l y s i s  o f  t h e  r a w  m i l k  a n d  t o  i n c r e a s e s  
i n  T C A - s o l u b l e  n i t r o g e n  i n  w h e y  ( Y a n  e t  a l . ,  1 9 8 3 ) .  
L a r r y  ( 1 9 8 4 )  r e p o r t e d  t h a t  p r o t e a s e s  e l a b o r a t e d  b y  
p s y c h r o t r o p h i c  b a c t e r i a  a r e  c a p a b l e  o f  d a m a g i n g  t h e  
c a s e i n  m i c e l l e  a n d ,  c o n s e q u e n t l y ,  c a p a b l e  o f  r e d u c i n g  
c h e e s e  y i e l d .
P s y c h r o t r o p h s  h a v e  b e e n  r e p o r t e d  t o  h a v e  p r o t e o l y t i c  
a n d  l i p o l y t i c  a c t i v i t y  a n d  t o  p r o d u c e  u n d e s i r a b l e  b r e a k ­
d o w n  p r o d u c t s  i n  m i l k  ( A d a m s  e t  a l . ,  1 9 7 6 ;  D e B e u k e l a r  e t  
a l . ,  1 9 7 7 ;  L a w ,  S h a r p  a n d  C h a p m a n ,  1 9 7 6 ;  N e l s o n  a n d  
M a r s h a l l ,  1 9 7 7 ) .  S e v e r a l  r e s e a r c h e r s  ( C o u s i n  a n d  M a r t h ,
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1 9 7 7 a , b , c ;  L a w ,  S h a r p  a n d  C h a p m a n ,  1 9 7 6 ;  N e l s o n  a n d  
M a r s h a l l ,  1 9 7 7 )  h a v e  s t a t e d  t h a t  b r e a k d o w n  p r o d u c t s  
s o l u b l e  i n  w h e y  r e s u l t  i n  l o w e r  c h e e s e  y i e l d .  A l l a u d d i n  
e t  a l .  ( 1 9 7 6 )  r e p o r t e d  t h a t  C h e d d a r  c h e e s e  y i e l d s  t e n d e d  
t o  b e  l o w e r  b e c a u s e  o f  h i g h  p r o t e o l y t i c  a c t i v i t y  o f  a 
p r o t e a s e  f r o m  p s y c h r o t r o p h s .  T h i s  f i n d i n g  w a s  s u p p o r t e d  
b y  C o u s i n  a n d  M a r t h  ( 1 9 7 7 a , b , c )  w h o  o b s e r v e d  a  
c o n s i d e r a b l e  i n c r e a s e  i n  t o t a l  n i t r o g e n  i n  w h e y  f r o m  m i l k  
i n o c u l a t e d  w i t h  p s y c h r o t r o p h s .  F e u i l l a t  e t  a l .  ( 1 9 7 6 )  
s h o w e d  t h a t  e x c e s s i v e  a m o u n t s  o f  N w e r e  l o s t  i n t o  t h e  
w h e y  o f  s o f t  c h e e s e  m a d e  w i t h  h e a t - t r e a t e d  h i g h - c o u n t  
m i l k  ( a p p r o x i m a t e l y  1 0 ^  p s y c h r o t r o p h s  p e r  m i l l i l i t e r ) .  
T h e  p r o j e c t e d  l o s s  o f  c h e e s e  y i e l d  r e p r e s e n t e d  b y  t h e  
w h e y  N l o s s e s  w a s  a b o u t  5%,  a  f i g u r e  o f  c o n s i d e r a b l e  
e c o n o m i c  s i g n i f i c a n c e .
Y a t e s  a n d  E l l i o t t  ( 1 9 7 7 )  c a l c u l a t e d  t h a t  t h e  g r o w t h  
o f  u n s p e c i f i e d  p r o t e o l y t i c  p s y c h r o t r o p h i c  b a c t e r i a  i n  
w h o l e  m i l k  r e s u l t e d  i n  w h e y  N l o s s e s  e q u i v a l e n t  t o  r e d u c ­
t i o n s  o f  2 . 7 5 - 4 . 6 0 %  i n  t h e  p r o t e i n  a v a i l a b l e  f o r  c h e e s e .  
T h e  l o w e r  p e r c e n t a g e  l o s s e s  w e r e  a s s o c i a t e d  w i t h  b a c ­
t e r i a l  p o p u l a t i o n s  o f  a p p r o x i m a t e l y  1 0 ^  C F U / m l  ( a s s u m i n g  
t h e  m a j o r i t y  o f  t h e  p s y c h r o t r o p h i c  f l o r a  t o  b e  p r o t e o ­
l y t i c ) .  R e s e a r c h  h a s  i n d i c a t e d  t h a t  g r o w t h  o f  p r o t e o ­
l y t i c  p s y c h r o t r o p h s  d u r i n g  l o w  t e m p e r a t u r e  s t o r a g e  m a y '  
d e c r e a s e  m i l k  q u a l i t y ,  w h i c h  r e s u l t s  i n  a  d e c r e a s e  i n  
c h e e s e  y i e l d  d u e  t o  t h e  d e g r a d a t i o n  o f  m i l k  p r o t e i n s  a n d
1 2 5
i n c r e a s e d  l o s s  o f  n o n p r o t e i n  n i t r o g e n  i n  w h e y  ( A y l w a r d  e t  
a l .  , 1 9 8 0  ) .
T h e  y i e l d  o f  d i r e c t - a c i d  c h e e s e  m a n u f a c t u r e d  f r o m  
i n o c u l a t e d  m i l k  w i t h  p s y c h r o t r o p h i c  B a c i l l u s  a n d  P s e u d o ­
m o n a s  i s o l a t e s  d e c r e a s e d  a s  p s y c h r o t r o p h i c  i n o c u l a t i o n  
l e v e l  i n c r e a s e d .  Y i e l d  r e d u c t i o n  r e s u l t e d  f r o m  b o t h  
l i p i d  a n d  p r o t e i n  d e g r a d a t i o n ,  a n d  a c c o u n t e d  f o r  a p p r o x i ­
m a t e l y  4 5  a n d  55% o f  t h e  d r y  m a t t e r  l o s s ,  r e s p e c t i v e l y .  
F a t  l o s s e s  w e r e  o b s e r v e d  f r o m  d e c r e a s e d  m i l k  f a t  t e s t s  
a n d  i n c r e a s e d  a c i d  d e g r e e  v a l u e s .  P r o t e i n  l o s s e s  w e r e  
o b s e r v e d  f r o m  i n c r e a s e d  n o n - p r o t e i n  n i t r o g e n  a n d  w h e y  
n i t r o g e n  v a l u e s  ( H i c k s  e t  a l . ,  1 9 8 2 ) .
D a t a  r e v e a l e d  i n  T a b l e  1 1  d e m o n s t r a t e  t h a t  t h e  
c o n t r o l  c h e e s e  h a d  s i g n i f i c a n t l y  ( P  < . 0 0 1 )  h i g h e r  pH 
v a l u e s  ( 5 . 2 0 )  o v e r  a l l  d a y s  o f  s t o r a g e  t h a n  t h e  c h e e s e  
m a d e  f r o m  m i l k  c o n t a i n i n g  a d d e d  p s y c h r o t r o p h s  ( 5 . 0 6 -  
5 . 0 9 ) .  T h i s  r e s u l t  s u p p o r t e d  d a t a  b y  C o u s i n  a n d  M a r t h  
( 1 9 7 7 a )  w h o  r e p o r t e d  t h a t  t h e  i n i t i a l  pH o f  c o n t r o l  
c h e e s e s  w a s  6 . 7 0  c o m p a r e d  t o  6 . 5 5  t o  6 . 6 0  f o r  c h e e s e s  
m a d e  f r o m  m i l k  c u l t u r e d  w i t h  p s y c h r o t r o p h i c  b a c t e r i a .
A s i g n i f i c a n t  ( P  < . 0 0 1 )  i n c r e a s e  i n  pH v a l u e  w a s  
o b s e r v e d  b e t w e e n  0 ( 5 . 0 7 )  a n d  1 8 0  d ( 5 . 1 6 )  a s  s h o w n  i n  
T a b l e  1 2 .  T h i s  i n c r e a s e  i n  pH c o u l d  b e  r e l a t e d  t o  
i n c r e a s e  i n  t h e  b u f f e r i n g  c a p a c i t y  t h a t  r e s u l t e d  f r o m  t h e  
i n c r e a s e s  i n  p r o t e o l y t i c  a c t i v i t y  i n  C h e d d a r  c h e e s e  w i t h  
a g i n g  a t  7 ° C  ( T a b l e  1 3 ) .
1 2 6
T a b l e  1 1 .  E f f e c t  o f  p s y c h r o t r o p h i c  c o n t a m i n a t i o n  o f  r a w  
m i l k  o n  pH o f  C h e d d a r  c h e e s e .
T r e a t m e n t  M e a n  pH
1 .  C o n t r o l 5 . 2 0 A*
2 .  P .  f l u o r e s c e n s 1 0 3 - 1 0 , 0 0 0 / m l 5 . 0 9 B
3 .  P .  f l u o r e s c e n s 1 0 3 - 1 0 0 , 0 0 0 / m l 5 . 0 8 B
4 .  P .  f l u o r e s c e n s 2 7 - 1 0 , 0 0 0 / m l 5 . 0 7 B
5 .  P .  f l u o r e s c e n s 2 7 - 1 0 0 , 0 0 0 / m l 5 . 0 5 B
* M e a n s  n o t  f o l l o w e d  b y  t h e  s a m e  l e t t e r  d i f f e r  s i g n i f i ­
c a n t l y  ( P  < . O U l ) .
T a b l e  1 2 .  E f f e c t  o f a g i n g  o n  pH o f  C h e d d a r  c h e e s e .
D a y s M e a n  pH
0 5 . 0 7 4 4  AB
5 5 . 0 2 6 4  B
30 5 . 1 0 1 6  AC
6 0 5 . 1 3 3 6  CD
1 8 0 5 . 1 6 2 4  D
* M e a n s  n o t  f o l l o w e d  b y  t h e  s a m e  l e t t e r  d i f f e r  s i g n i f i ­
c a n t l y  ( P  < . 0 0 1 ) .
1 2 7
T y r o s i n e  S t a n d a r d  C u r v e
I n  m e a s u r e m e n t  o f  p r o t e o l y t i c  a c t i v i t y  b y  t h e  
p s y c h r o t r o p h s , t h e  H u l l  T e s t  ( H u l l ,  1 9 4 7 }  w a s  e m p l o y e d .  
S t a n d a r d  d u p l i c a t e  d i l u t i o n s  o f  t y r o s i n e  w e r e  p r e p a r e d  
a n d  p e r c e n t  t r a n s m i t t a n c e  a t  6 5 0  n m  w a s  d e t e r m i n e d  
( F i g u r e  1 6 ) .  T h e  d a t a  f i t  a  s t r a i g h t  l i n e  v e r y  w e l l  a s  
i n d i c a t e d  b y  t h e  r e g r e s s i o n  c o e f f i c i e n t  o f  0 . 9 9 7 2 .
T h e  E f f e c t  o f  A g i n g  a n d  A d d e d  P s y c h r o t r o p h s  o n  P r o t e ­
o l y s i s  a n d  Q u a l i t y  o f  C h e d d a r  C h e e s e
U p o n  s t a t i s t i c a l  e x a m i n a t i o n  o f  t y r o s i n e  c o n t e n t ,  
t h e  ANOV t e c h n i q u e  r e v e a l e d  s i g n i f i c a n t  ( P  < . 0 0 1 )  
i n c r e a s e s  i n  t y r o s i n e  c o n t e n t  b e t w e e n  0 a n d  1 8 0  d  a s  
s h o w n  i n  T a b l e  1 3  a n d  i n  F i g u r e s  1 7  a n d  1 8 .  T h i s  c o u l d  
a c c o u n t  f o r  s o m e  i n c r e a s e s  i n  p r o t e o l y t i c  a c t i v i t y  w i t h  
a g i n g .  T h e  e f f e c t  o f  p s y c h r o t r o p h s  o n  p r o t e o l y s i s  w a s  
m e a s u r e d  b y  H u l l  T e s t  d e m o n s t r a t e d  i n  T a b l e  1 4  a n d  i n  
F i g u r e  1 8 ,  w h e r e  t h e  c o n t r o l  c h e e s e  s h o w e d  s i g n i f i c a n t l y  
(P < . 0 0 1 )  l e s s  p r o t e o l y s i s  o v e r  a l l  d a y s  o f  s t o r a g e  t h a n  
c h e e s e s  m a d e  f r o m  m i l k  c o n t a i n i n g  a d d e d  p s y c h r o t r o p h s .  
I n  a d d i t i o n ,  c h e e s e s  t r e a t e d  w i t h  P .  f l u o r e s c e n s  P 2 7  h a d  
s i g n i f i c a n t l y  (P < . 0 0 1 )  h i g h e r  p r o t e o l y t i c  a c t i v i t y  t h a n  
c h e e s e s  t r e a t e d  w i t h  P .  f l u o r e s c e n s  P 1 0 3 .
T h i s  o b s e r v a t i o n  s u p p o r t e d  d a t a  b y  Y a n  e t  a l .
( 1 9 8 3 ) ,  w h o  a l s o  r e p o r t e d  a  m a r k e d  i n c r e a s e  i n  t y r o s i n e  
e q u i v a l e n t  ( T E )  i n  m i l k  a f t e r  4 d  s t o r a g e  a t  7 ° C  a n d  
a f t e r  6 d s t o r a g e  a t  4 ° C .  A f t e r  s t o r a g e  f o r  8 d ,  TE h a d
1 2 8
T a b l e  13 E f f e c t  o f  a g i n g  o n  t h e  p r o t e o l y t i c  a c t i v i t y  o f  
C h e d d a r  c h e e s e .
M e a n
D a y s  T y r o s i n e  C o n t e n t
y u g / 5 m l -
0 6 6 . 3 6  A*
5 9 3 . 0 6  B
30 1 5 0 . 8 6  C
60 2 1 1 . 3 1  D
1 8 0 3 5 0 . 4 3  E
* M e a n s  n o t  f o l l o w e d  b y  t h e  s a m e  l e t t e r  d i f f e r  s i g n i f i ­
c a n t l y  ( P  < . 0 0 1 )  .
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F i g u r e  1 6 .  S t a n d a r d  C u r v e  f o r  t h e  D e t e r m i n a t i o n  o f  T y r o s i n e  
C o n c e n t r a t i o n .
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Figure 17. Effect of aging on the proteolytic 
activity of Cheddar cheese.
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Figure 18 . Proteolytic activity of control cheese 
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aging times.
1 3 2
T a b l e  1 4 .  E f f e c t  o f  p s y c h r o t r o p h i c  c o n t a m i n a t i o n  o f  r a w
m i l k  o n  p r o t e o l y t i c  a c t i v i t y  o f  C h e d d a r  c h e e s e .
Me a n
T r e a t m e n t T y r o s i n e  C o n t e n t
----- - j u g / 5 m l -------------
1 .  P .  f l u o r e s c e n s 2 7 - 1 0 0 , 0 0 0 / m l 1 9 3 . 5 0 A*
2 .  P .  f l u o r e s c e n s 2 7 - 1 0 , 0 0 0 / m l 1 8 3 . 2 0 A
3 .  P .  f l u o r e s c e n s 1 0 3 - 1 0 0 , 0 0 0 / m l 1 7 7 . 5 0 B
4 .  P .  f l u o r e s c e n s 1 0 3 - 1 0 , 0 0 0 / m l 1 7 2 . 4 0 B
5 .  C o n t r o l  C h e e s e 1 4 5 . 5 0 C
* M e a n s  n o t  f o l l o w e d  b y  t h e  s a m e  l e t t e r  d i f f e r  s i g n i f i ­
c a n t l y  ( P < . 0 0 1 )  .
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i n c r e a s e d  88 . 4% i n  m i l k  s t o r e d  a t  4 ° C  c o m p a r e d  t o  22-2% i n  
m i l k  s t o r e d  a t  7 ° C .  T h e  i n c r e a s e  i n  T E  w a s  a l w a y s  
a s s o c i a t e d  w i t h  a n  i n c r e a s e  i n  t h e  p s y c h r o t r o p h i c  c o u n t .  
T h e  i n c r e a s e  i n  T E  o c c u r r e d  2 t o  4 d  a f t e r  t h e  
p s y c h r o t r o p h i c  c o u n t  e x c e e d e d  1 0 ® / m l  ( Y a n  e t  a l . ,  1 9 8 3 } .  
T h e  c o n t a m i n a t i n g  f l o r a  o f  c h e e s e  ( P .  f l u o r e s c e n s ) ,  w h i c h  
d u r i n g  p r o c e s s i n g  o f  r a w  m i l k  i s  n o r m a l l y  c h a r a c t e r i z e d  
b y  t h e  r a w  m i l k  f l o r a  o f  t h e  c h e e s e  m i l k ,  s i g n i f i c a n t l y  
i n f l u e n c e s  t h e  c h e e s e  r i p e n i n g ,  e s p e c i a l l y  t h e  p r o t e ­
o l y s i s .  T h e  d e g r a d a t i o n  o f  0 - c a s e i n  i s  o f  p r i m a r y  c o n ­
c e r n  ( G a l l m a n  e t  a l . ,  1 9 8 2 ) .
K i n s e l l a  a n d  H w a n g  ( 1 9 7 6 )  p o i n t e d  o u t  t h a t  p r o t e ­
o l y s i s  i s  i m p o r t a n t  f o r  p r o d u c t i o n  o f  a m i n o  a c i d s ,  w h i c h  
a c t  a s  p r e c u r s o r s  o f  f l a v o r  c o m p o u n d s .  T h e e x t e n t  o f  
p r o t e i n  b r e a k d o w n  h a s  b e e n  u s e d  a s  a  c r u d e  i n d e x  o f  
c h e e s e  r i p e n i n g  ( P u h a m  e t  a l . ,  1 9 6 0 ;  M o r r i s  e t  a l . ,  1 9 6 3 ;  
T a w a b  e t  a l . ,  1 9 6 6 ;  Abd  E l - S a l a m  e t  a l . ,  1 9 7 3 ) .
T h e  p e r c e n t a g e s  o f  b i t t e r n e s s  i n c r e a s e d  d u r i n g  
s t o r a g e  ( T a b l e  3 )  a n d  h i g h e r  p e r c e n t a g e s  w e r e  o b s e r v e d  
w i t h  i n c r e a s i n g  p s y c h r o t r o p h i c  i n o c u l a t i o n  ( T a b l e  4 ) .  I t  
w a s  p o s t u l a t e d  t h a t  b i t t e r n e s s  w a s  d u e  t o  c h e m i c a l  c o m ­
p o n e n t s  o t h e r  t h a n  t r y p t o p h a n e  a n d  t y r o s i n e  w h i c h  a r e  
d e t e c t e d  b y  t h e  H u l l  T e s t .
A n e w  s p e c t r o p h o t o m e t r i c  a s s a y  ( C h u r c h  e t  a l . ,  1 9 8 3 )  
u s i n g  O - p h t h a l d i a l d e h y d e  (OPA) m a y  g i v e  a  m o r e  a c c u r a t e  
d e t e r m i n a t i o n  o f  p r o t e o l y s i s .  C h u r c h  e t  a l .  ( 1 9 8 3 )
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s t a t e d  t h a t  OPA f o r m s  a d d u c t s  h a v i n g  s i m i l a r  h i g h  
a b s o r p t i v i t i e s  w i t h  a l l  b u t  t w o ° < - a m i n o  g r o u p s  ( a  w e a k  
r e a c t i o n  w i t h  c y s t e i n e  a n d  n o n e  w i t h  p r o l i n e ) .  A c c o r d i n g  
t o  t h e s e  s a m e  a u t h o r s ,  t h e  h i g h  a b s o r p t i v i t i e s  w i t h  m o s t  
O C -  a m i n o  g r o u p s  g i v e  a  b e t t e r  r e p r e s e n t a t i o n  o f  p r o t e ­
o l y s i s  c o m p a r e d  t o  t h e  H u l l  T e s t  w h i c h  d e t e c t s  o n l y  
t r y p t o p h a n e  a n d  t y r o s i n e .  I t  i s  i m p o r t a n t  t o  n o t e  t h a t  
t h e  H u l l  T e s t  a n d  OPA m e t h o d s  a r e  o n l y  i n d i c a t o r s  o f  p r o ­
t e o l y s i s .  T h e  d e g r e e  o f  p r o t e o l y s i s  i s  n o t  a l w a y s  
d i r e c t l y  p r o p o r t i o n a l  t o  t h e  i n t e n s i t y  o f  b i t t e r  f l a v o r .  
T h i s  i s  d u e  t o  t h e  f a c t  t h a t  t h e  i n t e n s i t y  o f  b i t t e r  
f l a v o r  i s  o f t e n  d e p e n d e n t  o n  t h e  t y p e s  o f  p e p t i d e s  
p r e s e n t ,  r a t h e r  t h a n  a b s o l u t e  q u a n t i t i e s  ( H a r w a l k a r ,  
1 9 8 4 ) .
As  e x p e c t e d ,  d a t a  r e v e a l e d  i n  T a b l e  15  d e m o n s t r a t e  a  
s i g n i f i c a n t  ( P  < . 0 0 1 )  d r o p  i n  m o i s t u r e  c o n t e n t  o f  
C h e d d a r  c h e e s e  b e t w e e n  0 a n d  1 8 0  d .  T h i s  r e s u l t  s u p ­
p o r t e d  d a t a  b y  B a r r a q u i o  e t  a l .  ( 1 9 8 2 )  w h o  d e m o n s t r a t e d  
t h a t  m o i s t u r e  c o n t e n t  o f  C h e d d a r  c h e e s e  w a s  s i g n i f i c a n t l y  
a f f e c t e d  b y  r i p e n i n g  p e r i o d .  M o i s t u r e  c o n t e n t  d e c r e a s e d  
w h i l e  s a l t  c o n t e n t  i n c r e a s e d  w i t h  a g e  o f  c h e e s e .  A 
d e c r e a s e  i n  m o i s t u r e  c o n t e n t  w a s  n o t e d  a s  t h e  c h e e s e  
r i p e n e d  a n d  t h i s  c o u l d  b e  a t t r i b u t e d  t o  c o n t i n u o u s  l o s s  
o f  w a t e r  t h r o u g h  e v a p o r a t i o n  a n d  d i s p l a c e m e n t  o f  w a t e r  a s  
t h e  s a l t  p e n e t r a t e s  { G e u r t s  e t  a l . ,  1 9 7 4 ;  G o m e s ,  1 9 7 7 ) .
U p o n  s t a t i s t i c a l  e x a m i n a t i o n  o f  m o i s t u r e  c o n t e n t ,  
t h e  ANOV t e c h n i q u e  r e v e a l e d  s i g n i f i c a n t  ( P  < . 0 0 1 )
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T a b l e  1 5 .  E f f e c t  o f  a g i n g  o n  m o i s t u r e  c o n t e n t  o f  C h e d d a r
c h e e s e .
Me an
D a y s  M o i s t u r e  C o n . t e n t  ( % )
0 3 8 . 2 7  A*
5 3 8 . 1 2  B
30  3 8 . 0 1 4  B
60  3 7 . 8 3  C
1 8 0  3 7 . 6 3  D
* M e a n s  n o t  f o l l o w e d  b y  t h e  s a m e  l e t t e r  d i f f e r  s i g n i f i ­
c a n t l y  ( P < . 0 0 1 )  .
1 3 6
i n c r e a s e s  i n  m o i s t u r e  c o n t e n t  d u e  t o  a d d e d  p s y c h r o t r o p h s  
a s  s h o w n  i n  T a b l e  1 6 .  T h i s  o c c u r r e n c e  s u p p o r t e d  d a t a  b y  
Y a n  e t  a l .  ( 1 9 8 3 )  w h o  r e p o r t e d  t h a t  t h e  m o i s t u r e  c o n t e n t  
i n c r e a s e d  f o r  c h e e s e  m a d e  f r o m  m i l k  s t o r e d  8 d  a t  7 ° C .  
R a w  m i l k  h e l d  u n d e r  p r o l o n g e d  s t o r a g e  m a y  u n d e r g o  
e x c e s s i v e  p r o t e o l y s i s  w h i c h  i n c r e a s e s  t h e  w a t e r b i n d i n g  
c a p a c i t y  o f  t h e  d e n a t u r e d  m i l k  p r o t e i n s  i n  t h e  c u r d .  T h e  
s o f t - b o d i e d  c u r d  a l s o  m a y  b e  c a u s e d  b y  i t s  h i g h  m o i s t u r e  
c o n t e n t .  T h e  a v e r a g e  m o i s t u r e  c o n t e n t  o f  t h e  c u r d  
o b t a i n e d  w a s  h i g h e r  t h a n  t h a t  o f  c o m m e r c i a l  C h e d d a r  
c h e e s e  ( 4 5  v s .  39%)  ( Y a n  e t  a l . ,  1 9 8 3 ) .
E f f e c t  o f  A g i n g  a n d  A d d e d  P s y c h r o t r o p h s  t o  Raw M i l k  o n  
O r g a n i c  A c i d  C o n t e n t  a n d  F l a v o r  o f  C h e d d a r  C h e e s e
A c o n s i d e r a t i o n  o f  t h e  l i t e r a t u r e  f r o m  t h e  l a s t  2 5  
y e a r s  s h o w s  t h a t  s o p h i s t i c a t e d  a n a l y t i c a l  t e c h n i q u e s  
( c h i e f l y  GC a n d  MS)  h a v e  r e v e a l e d  t h e  p r e s e n c e  o f  a  w i d e  
r a n g e  o f  p o t e n t i a l l y  f l a v o r f u l  c o m p o u n d s  i n  c h e e s e s .  
T h e s e  i n c l u d e  t h e  f o l l o w i n g  c a t e g o r i e s :  v o l a t i l e  a n d
n o n v o l a t i l e  f a t t y  a c i d s ;  a l c o h o l s ;  e s t e r s ;  l a c t o n e s ;  
k e t o n e s ;  a l d e h y d e s ;  h y d r o c a r b o n s ;  p y r a z i n e s ;  p e p t i d e s ;  
a m i n o  a c i d s ;  a m i n e s ;  a n d  s u l p h u r  c o m p o u n d s  ( L a w ,  1 9 8 2 ) .
F i g u r e  1 9  s h o w s  HPLC c h r o m a t o g r a m s  o f  a q u e o u s  
o r g a n i c  a c i d  s t a n d a r d s  w h i l e  F i g u r e s  2 0 ,  2 1 ,  2 2 ,  2 3  a n d  
2 4  s h o w  t h e  HPLC c h r o m a t o g r a m s  o f  o r g a n i c  a c i d s  i n  
C h e d d a r  c h e e s e  s a m p l e s  0 ,  5 ,  3 0 ,  6 0  a n d  1 8 0  d ,  r e s p e c ­
t i v e l y  .
1 3 7
T a b l e  1 6 .  E f f e c t  o f  p s y c h r o t r o p h i c  c o n t a m i n a t i o n  o f  r a w  
m i l k  o n  m o i s t u r e  c o n t e n t  o f  C h e d d a r  c h e e s e .
T r e a t m e n t
M e a n
M o i s t u r e  C o n t e n t
1 .  P .  f l u o r e s c e n s 1 0 3 - 1 0 , 0 0 0 / m l 3 8 . 4 6 A*
2 .  P .  f l u o r e s c e n s 2 7 - 1 0 , 0 0 0 / m l 3 8 . 3 6 A
3 .  P .  f l u o r e s c e n s 1 0 3 - 1 0 0 , 0 0 0 / m l 3 8 . 3 5 A
4 .  P .  f l u o r e s c e n s 2 7 - 1 0 0 , 0 0 0 / m l 3 7 , 8 3 A
5 .  C o n t r o l  C h e e s e 3 6 . 8 5 B
* M e a n s  n o t  f o l l o w e d  b y  t h e  s a m e  l e t t e r  d i f f e r  s i g n i f i ­
c a n t l y  ( P < . 0 0 1 )  .
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R e s u l t s  o f  HPLC a n a l y s i s  s h o w n  i n  T a b l e s  17  a n d  1 8 ,  
a l s o  g r a p h i c a l l y  d e p i c t e d  i n  F i g u r e s  2 5  a n d  2 6 ,  i n d i c a t e  
s i g n i f i c a n t  ( P  < . 0 0 1 )  i n c r e a s e s  o f  c i t r i c ,  p y r u v i c ,  
l a c t i c ,  f o r m i c ,  a c e t i c  a n d  p r o p i o n i c  a c i d s  w i t h  a g i n g  o f  
t h e  c h e e s e .  O n l y  o r o t i c  a c i d  d e c r e a s e d  s i g n i f i c a n t l y  (P 
< . 0 0 1 )  w i t h  a g i n g .  T h e s e  r e s u l t s  w e r e  c o n s i s t e n t  w i t h  
t h o s e  o f  M a r s i l i  ( 1 9 8 1 )  w h o  a l s o  r e p o r t e d  a  d e c l i n e  i n  
c o n c e n t r a t i o n s  o f  o r o t i c  a c i d  d u r i n g  s t o r a g e  o f  C h e d d a r  
c h e e s e  a t  7 ° C .
T h e s e  r e s u l t s  s u p p o r t e d  d a t a  f r o m  p r e v i o u s  
i n v e s t i g a t o r s  ( C h e n  a n d  L a r s o n ,  1 9 7 1 ;  E p i e  a n d  
M e l a c h c u r i s ,  1 9 7 7 ;  L a r s o n  a n d  H e g a r t y ,  1 9 7 9 )  w h o  c o n ­
c l u d e d  o r o t i c  a c i d  t o  b e  r e a d i l y  u t i l i z e d  b y  v a r i o u s  b a c ­
t e r i a  u s e d  i n  t h e  f e r m e n t a t i o n  o f  d a i r y  p r o d u c t s .  
C h e d d a r  c h e e s e  r i p e n i n g  s h o w e d  a  d r a m a t i c  d e c r e a s e  i n  
l a c t o s e  d u r i n g  p r e s s i n g  w i t h  s u b s e q u e n t  i n c r e a s e s  i n  l a c ­
t i c  a n d  c i t r i c  a c i d s .  F u r t h e r  r i p e n i n g  y i e l d e d  s l i g h t  
i n c r e a s e s  i n  l a c t i c  a c i d ,  s t a b i l i z i n g  o f  c i t r i c  a c i d ,  a n d  
t r a c e  d e v e l o p m e n t  o f  o t h e r  a c i d s .  E x t r a c t i o n  a n d  
a n a l y s i s  o f  o t h e r  v a r i e t i e s  o f  c h e e s e  i n d i c a t e d  
a d d i t i o n a l  a c i d s  i n c l u d i n g  p y r u v i c ,  a c e t i c ,  p r o p i o n i c  a n d  
b u t y r i c  a c i d s .  L a c t i c  a c i d  w a s  t h e  p r e d o m i n a n t  a c i d  i n  
a l l  c h e e s e s  a n a l y z e d  ( I r w i n  e t  a l . ,  1 9 8 4 ) .
R e s u l t s  i n  T a b l e s  1 9  a n d  2 0  r e v e a l e d  s i g n i f i c a n t l y  
( P  < . 0 0 1 )  h i g h e r  l e v e l s  o f  l a c t i c  a n d  f o r m i c  a c i d s  a n d  
l o w e r  l e v e l s  o f  p r o p i o n i c  a c i d  i n  c h e e s e s  m a d e  f r o m
F o r m i c
A c e t i c
P r o p i o n i c
B u t y r i c
O r o t i c
C i t r i c
P y r u v i c
L a c t i c
i  14 + ++
6 8 10 12 14 16 18 20
R e t e n t i o n  t i m e  ( m i n . )
F i g u r e  1 9 .  HPLC c h r o m a t o g r a m s  o f  a q u e o u s  
o r g a n i c  a c i d s  s t a n d a r d s .
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1 O r o t i c
2 C i t r i c
3 P y r u v i c
4 L a c t i c
5 F o r m i c
6 A c e t i c
7 P r o p i o n i c
8 B u t y r i c
9 U n k n o w n  
1 0  U n k n o w n
10
yv
— i— 1------- 1----------1--I-------1-------1------ 1 1 
6 8 10 12 14 16 18 20 22 34
R e t e n t i o n  t i m e  ( m i n . )
F i g u r e  2 0 . HPLC c h r o m a t o g r a m s  o f  o r g a n i c  a c i d s  
i n  C h e d d a r  c h e e s e  a t  0 d a y  o f  
a g i n g .  T h e  p e a k  a t  5 m i n .  i s  p r i ­
m a r i l y  p h o s p h a t e s .
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C i t r i c
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A c e t i c
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R e t e n t i o n  t i m e  ( m i n . )
F i g u r e  2 1 .  HPLC c h r o m a t o g r a m s  o f  o r g a n i c  a c i d s  
i n  C h e d d a r  c h e e s e  a t  5 d a y s  o f  
a g i n g .  T h e  p e a k  a t  5 m i n .  i s  p r i ­
m a r i l y  p r o s p h a t e s .
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2 4
A c e t i c  
P r o p i o n i c  
B u t y r i c  
U n k n o w n  • 
U n k n o w n
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Pyruvic 8 
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Formic 10
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R e t e n t i o n  t i m e  ( m i n . )
Figure 22. HPLC chromatograms'of organic acids 
in Cheddar cheese at 30 days of 
aging. The peak at 5 min. is pri­
marily phosphates.
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6 A c e t i c
7 P r o p i o n i c
8 B u t y r i c
9 U n k n o w n  
0 U n k n o w n
1 O r o t i c
2 C i t r i c
3 p y r u v i c
4 L a c t i c
5 F o r m i c  1
348 10 12 14 16 18 20 22
F i g u r e  2 3 . HPLC c h r o m a t o g r a m s  o f  o r g a n i c  a c i d s  i n  C h e d d a r  c h e e s e  a t  6 0  d a y s  o f  
a g i n g .  T h e  p e a k  a t  5 m m .  i s  p n  
m a r i l y  p h o s p h a t e s .
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1 O r o t i c  6 A c e t i c
2 C i t r i c  7 P r o p i o n i c
3 P y r u v i c  8 B u t y r i c
4 L a c t i c  9 U n k n o w n
5 F o r m i c  1 0  U n k n o w n
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R e t e n t i o n  t i m e  ( m i n . )
F i q u r e  2 4 .  HPLC c h r o m a t o g r a m s  o f  o r g a n i c  a c i d s
i n  C h e d d a r  c h e e s e  a t  s i x  m o n t h s  o f  
a g i n g .  T h e  p e a k  a t  5 m i n .  i s  p r i — 
m a r i l y  p h o s p h a t e s .
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T a b l e 1 7 .  E f f e c t  o f  
a n d  l a c t i c
a g i n g  o n  t h e  
a c i d  c o n t e n t
o r o t i c ,  c i t r i c ,  p y r u v i c  
o f  C h e d d a r  c h e e s e .
D a y s O r o t i c
_ - pp i f i -
C i t r i c
- p p m -
P y r u v i c
- p p m -
L a c t i c  
. _ . . “ P P P “
0 1 6 . 9 9  A* 1 0 8 9 . 4  A 2 4 . 3 5  A 5 9 5 0 . 7  A
5 1 3 . 1 0  B 1 1 5 0 . 8  A 2 5 . 5 6  A 6 4 8 7 . 4  ij
30 9 . 8 0  C 1 2 5 5  B 3 6 . 5 2  B 6 9 6 7 . 4  C
60 6 . 3 6  D 1 1 0 5 . 3  C 3 7 . 6 7  B 6 6 0 8 . 5  B
1 8 0 3 . 9 5  E 1 8 4 1  D 6 5 . 9 6  C 8 6 2 6 . 4  D
* M e a n s  i n  a  c o l u m n  n o t  f o l l o w e d  b y  t h e  s a m e  l e t t e r  d i f f e r  
s i g n i f i c a n t l y  ( P  < . 0 0 1 ) .
T a b l e  1 8 .  E f f e c t  o f  a g i n g  o n  t h e  f o r m i c ,  a c e t i c  a n d  p r o ­
p i o n i c  a c i d  c o n t e n t  o f  C h e d d a r  c h e e s e .
D a y s F o r m i c  
____  ... . “ P p m -
A c e t i c  
. “ p o m -
P r o p i o n i c
- p p m -
0 1 3 9 . 3  A* 1 0 0 . 3 A 4 6 5 . 4  A
5 1 6 1 . 4 0 - A 1 3 2 . 8 B 5 2 2 . 3  B
30 2 1 2 . 3  B 1 7 6 . 5 C 6 1 7 . 9 5  C
60 2 6 6 . 5 4  C 2 3 9 . 2 D 6 7 9 . 7  D
1 8 0 2 3 9 . 5 4  B 3 1 9 . 4 4 E 7 5 1 . 9 5  E
* M e a n s  i n  a  c o l u m n  n o t  f o l l o w e d  b y  t h e  s a m e  l e t t e r  d i f f e r  
s i g n i f i c a n t l y  ( P  < . 0 0 1 ) .
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F i g u r e  2 5 .  E f f e c t  o f  a g i n g  o n  p r o p i o n i c ,  f o r m i c ,  a c e t i c ,  
p y r u v i c  a n d  o r o t i c  a c i d  c o n t e n t  o f  C h e d d a r  
c h e e s e .
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F i g u r e  2 6 .  E f f e c t  o f  a g i n g  o n  l a c t i c  a n d  c i t r i c  a c i d  
c o n t e n t  o f  C h e d d a r  c h e e s e .
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r a w  m i l k  c u l t u r e d  w i t h  p s y c h r o t r o p h s  t h a n  t h e  c o n t r o l  
c h e e s e .  A l t h o u g h  d i f f e r e n c e s  b e t w e e n  t h e  c o n t r o l  a n d  
p s y c h r o t r o p h i c  c o n t a m i n a t e d  c h e e s e s  w e r e  n o t  s t a t i s ­
t i c a l l y  s i g n i f i c a n t  f o r  t h e  r e s t  o f  o r g a n i c  a c i d s ,  t h e  
c o n t r o l  c h e e s e  h a d  l o w e r  v a l u e s  t h a n  t h e  p s y c h r o t r o p h i c  
t r e a t e d  c h e e s e  f o r  p y r u v i c  a c i d  c o n t e n t ,  a n d  n o  t r e n d  w a s  
n o t e d  f o r  a c e t i c ,  c i t r i c  a n d  o r o t i c  a c i d s  { T a b l e  2 0 ) .
F e r m e n t a t i o n  a n d  f l a v o r  d e v e l o p m e n t  a r e  a c h i e v e d  
t h r o u g h  t h e  u s e  o f  a  s t a r t e r  c u l t u r e  c o n t a i n i n g  t h e  a c i d  
p r o d u c i n g  S t r e p t o c o c c u s  c r e m o r i s  w h i c h  f e r m e n t s  l a c t o s e  
t h e r e b y  p r o d u c i n g  l a c t i c ,  a c e t i c ,  p r o p i o n i c ,  f o r m i c  a n d  
p y r u v i c  a c i d s  a n d  t r a c e s  o f  a c e t a l d e h y d e ,  e t h a n o l  a n d  
c a r b o n  d i o x i d e  ( V e d a m u t h u ,  1 9 7 7 ) .  V a s a v a d a  { 1 9 7 9 )  
d e m o n s t r a t e d  t h a t  t h e  f l a v o r  o f  c u l t u r e d  d a i r y  p r o d u c t s  
d e p e n d s  n o t  o n l y  o n  t h e  c o n c e n t r a t i o n  o f  f l a v o r  c o m p o u n d s  
b u t  a l s o  o n  t h e  r a t i o s  i n  w h i c h  t h e s e  c o m p o u n d s  a r e  p r e s ­
e n t .  M a r s h a l l  a n d  H a r m o n  ( 1 9 7 8 )  a n d  Z a n d s t r a  a n d  d e V r i e s  
( 1 9 7 7 )  u t i l i z e d  c o l o r i m e t r i c  a n a l y s i s  a n d  s u g g e s t e d  
m e a s u r e m e n t  o f  t h e  p y r u v a t e  c o n t e n t  i n  m i l k  a s  a n  i n d e x  
o f  b a c t e r i o l o g i c a l  q u a l i t y .  M i l o l a j c i k  { 1 9 7 9 }  r e p o r t e d  
t h a t  t h e  b r e a k d o w n  p r o d u c t s  p r o d u c e d  b y  e n z y m e s  f r o m  
p s y c h r o t r o p h i c  b a c t e r i a  s t i m u l a t e  s t a r t e r  c u l t u r e  a c i d  
p r o d u c t i o n ,  w h i c h  i n  e x c e s s  p r o d u c e s  b o d y  a n d  f l a v o r  
d e f e c t s .
O r g a n i c  a c i d s  o c c u r  i n  d a i r y  p r o d u c t s  a s  a  r e s u l t  o f  
t h e  h y d r o l y s i s  o f  b u t t e r f a t  { f a t t y  a c i d s ) ,  - d i r e c t
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T a b l e  19  E f f e c t  o f  a d d e d  p s y c h r o t r o p h s  t o  r a w  m i l k  o n  
o r g a n i c  a c i d  c o n t e n t  o f  C h e d d a r  c h e e s e .
O r g a n i c  A c i d  C o n t r o l  C h e e s e  T r e a t e d  C h e e s e ^
- p p m -  - p p m -
O r o t i c  1 0 . 1 0  9 . 8 1 - 1 0 . 2 2  NE2
C i t r i c  1 2 8 0  1 2 5 5 - 1 3 2 2  NS
P y r u v i c  3 3 . 1 0  3 5 . 0 - 4 3 . 1 0  MS
L a c t i c  6 3 0 7  6 9 3 8 - 7 3 5 2  ***
F o r m i c  1 7 3 . 6  1 9 8 . 5 - 2 3 1 . 0  * * *
A c e t i c  1 8 5 . 2 0  1 7 9 . 7 1 - 2 1 3 . 6  NS
P r o p i o n i c  7 4 2 . 8  4 9 4 . 6 - 6 5 6 . 1  * * *
*R a n g e  o f  t r e a t e d  c h e e s e  f o r  a l l  f o u r  p s y c h r o t r o p h s  
( P .  f l u o r e s c e n s  2 7  a n d  1 0 3 )
*NS = n o t  s i g n i f i c a n t ,
* * * S i g n i f i c a n t  ( P  < . 0 0 1 ) .
T a b l e  2 0 .  R e l a t i o n s h i p  o f  o r g a n i c  a c i d s  i n  c o n t r o l  v s ,  
t r e a t e d  c h e e s e .
No T r e n d  
N o t e d
C o n t r o l  L o w e r  
T h a n  T r e a t e d  
C h e e s e
C o n t r o l  H i g h e r  
T h a n  T r e a t e d  
C h e e s e
A c e t i c
C i t r i c
F o r m i c
L a c t i c
P r o p i o n i c
O r o t i c P y r u v i c - N S
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a d d i t i o n  a s  a c i d u l a n t s  ( e . g . ,  c i t r i c ,  l a c t i c  a n d  p r o p i ­
o n i c  a c i d s ) ,  n o r m a l  b o v i n e  b i o c h e m i c a l  m e t a b o l i c  
p r o c e s s e s  ( e . g . ,  c i t r i c ,  h i p u r i c ,  u r i c ,  o r o t i c  a n d  
a s c o r b i c  a c i d s ) ,  o r  b a c t e r i a l  g r o w t h  ( e . g . ,  p y r u v i c ,  
l a c t i c ,  a c e t i c  a n d  p r o p i o n i c  a c i d s ) .  Q u a n t i t a t i v e  d e t e r ­
m i n a t i o n s  o f  t h e s e  a c i d s  i n  d a i r y  p r o d u c t s  i s  i m p o r t a n t  
t o  f l a v o r  s t u d i e s ,  f o r  n u t r i t i o n a l  r e a s o n s  a n d  a s  a n  
i n d i c a t o r  o f  b a c t e r i a l  a c t i v i t y  ( M a r s i l i  e t  a l . ,  1 9 8 1 ) .
T h e  m a j o r  f l a v o r  c o m p o u n d s  f o r m e d  i n  C h e d d a r  c h e e s e  
f r o m  f e r m e n t a t i o n  a r e  l a c t i c  a c i d ,  d i a c e t y l  a n d  a c e t i c  
a c i d ,  w h i l e  f r o m  m a t u r a t i o n  a r e  a m i n o  a c i d s ,  a m i n e s ,  
v o l a t i l e  f a t t y  a c i d s ,  p e n t a n o n e ,  h y d r o g e n  s u l p h i d e  a n d  
m e t h a n e t h i o l  ( L a w ,  1 9 8 2 ) .
T h e  f l a v o r  o f  v e r y  y o u n g  C h e d d a r  c h e e s e  i s  s i m i l a r  
t o  t h a t  o f  o t h e r  i n t e r n a l l y - s a l t e d  v a r i e t i e s  m a d e  w i t h  
m e s o p h i l i c  s t a r t e r s ;  i t  c a n  b e  d e s c r i b e d  a s  a c i d ,  
s l i g h t l y  b u t t e r y  a n d  s a l t y .  T h e  f l a v o r  c o m p o u n d s  a t  t h i s  
s t a g e  o f  m a n u f a c t u r e  a r e  l a r g e l y  d e r i v e d  f r o m  t h e  c a r b o ­
h y d r a t e  f e r m e n t a t i o n  o f  t h e  s t a r t e r  s t r e p t o c o c c i ;  t h e s e  
o r g a n i s m s  a r e  r e g a r d e d  b y  t a x o n o m i s t s  a s  h o m o f e r m e n t a t i v e  
w i t h  r e g a r d  t o  l a c t o s e  a s  t h e y  p r o d u c e  m a i n l y  l a c t i c  
a c i d .  H o w e v e r ,  t h e y  d o  p o s s e s s  a l t e r n a t i v e  p a t h w a y s  o f  
p y r u v a t e  m e t a b o l i s m  w h i c h  a r e  e x p r e s s e d  i n  t h e  c h e e s e  v a t  
t o  a  d e g r e e  w h i c h  a l l o w s  p r o d u c t i o n  o f  a c e t i c  a c i d ,  
e t h a n o l  a n d  a c e t a l d e h y d e  ( L a w ,  1 9 8 1  a n d  1 9 8 2 ) .  T h e  
i m p o r t a n c e  o f  t h e s e  p a t h w a y s  w a s  d e m o n s t r a t e d  b y  C z u l a k
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a n d  c o w o r k e r s  £ 1 9 7 4 )  w h o  s h o w e d  t h a t  p y r u v a t e  d e h y d r o ­
g e n a s e  a c t i v i t y  ( a  k e y  s t e p  i n  d i v e r t i n g  p y r u v a t e  t o  t h e  
f l a v o r f u l  m e t a b o l i t e s )  i n  s t a r t e r  s t r e p t o c o c c i  w a s  
i n h i b i t e d  i n  c h e e s e  m a d e  w i t h  m i l k  c o n t a i n i n g  h i g h  l e v e l s  
o f  p o l y u n s a t u r a t e d  f a t .  T h e  c h e e s e s  w e r e  l o w  i n  a c e t a t e ,  
a c e t a l d e h y d e  a n d  d i a c e t y l  a n d  h a d  r a t h e r  b l a n d  f l a v o r .
E f f e c t  o f  A g i n g  a n d  Add e d  P s y c h r o t r o p h s  t o  Raw M i l k  o n  
V o l a t i l e  O r g a n i c  C h e m i c a l s  a n d  F l a v o r  o f  C h e d d a r  C h e e s e
O t h e r  f a t - d e r i v e d  f l a v o r  c o m p o u n d s  i m p l i c a t e d  i n  
C h e d d a r  f l a v o r  i n c l u d e  k e t o n e s  ( L a w ,  C a s t a n o n  a n d  S h a r p ,  
1 9 7 6 ) .  F i g u r e  2 7  s h o w s  t h e  c h r o m a t o g r a m s  f o r  a  h e a d s p a c e  
a n a l y s i s  o f  a q u e o u s  v o l a t i l e  o r g a n i c  s t a n d a r d s  w h i l e  
F i g u r e s  2 8 ,  2 9 ,  3 0 ,  31  a n d  32  s h o w  t h e  c h r o m a t o g r a m s  f o r  
a  h e a d s p a c e  a n a l y s i s  o f  C h e d d a r  c h e e s e  s a m p l e s  a t  0 ,  5 ,  
3 0 ,  6 0  a n d  1 8 0  d ,  r e s p e c t i v e l y .
R e s u l t s  o f  G C H S  i n d i c a t e d  i n  T a b l e  2 1  a n d  
g r a p h i c a l l y  d e m o n s t r a t e d  i n  F i g u r e  3 3  r e v e a l e d  t h a t  6 0  
a n d  1 8 0  d h a d  s i g n i f i c a n t l y  ( P  < . 0 0 1 )  h i g h e r  a c e t o n e  a n d  
2 - b u t a n o n e  v a l u e s  a n d  l o w e r  2 - p e n t a n o n e  v a l u e s  t h a n  t h e  
o t h e r  d a y s .  A l s o  0 d  h a d  s i g n i f i c a n t l y  l o w e r  v a l u e s  o f  
e t h a n o l  t h a n  t h e  o t h e r  d a y s .
K e t o n e s  s u c h  a s  a c e t o n e ,  2 - b u t a n o n e  a n d  2 - p e n t a n o n e  
a r e  r e p o r t e d  b y  M a r s i l i  ( 1 9 8 1 )  t o  b e  t h e  b r e a k d o w n  
p r o d u c t s  o f  b u t t e r f a t .  M a n n i n g  ( 1 9 7 7 )  i n d i c a t e d  t h a t  2 -  
p e n t a n o n e  c o n c e n t r a t i o n s  i n  n o r m a l  c h e e s e  a r e  g o o d  
i n d i c e s  o f  c h e e s e  a g e  b u t  t h e  c o m p o u n d  i s  n o t  n e c e s s a r i l y
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F i g u r e  3 1 .  HSGC chromatograms o f  v o l a t i l e
o r g a n i c s  i n  Cheddar c h e e s e  a t  60
d ays  o f  a g i n g .
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T a b l e  2 1 .  E f f e c t  o f  a g i n g  o n  o r g a n i c  v o l a t i l e  c o n t e n t  o f  
C h e d d a r  c h e e s e .
D a y s  A c e t o n e  2 - B u t a n o n e  E t h a n o l  2 - P e n t a n o n e
_ _____ZLPpmj _ - p p m - - ppm- -ppi r ,~
0 0 . 2 9 9 2 A1 0 . 2 8 9 6 A1 6 7 . 9 8 A1 1 . 8 8 2 4  A1
5 0 . 5 1 2 2 E 0 . 0 5 3 5 B 8 8 . 3 8 B 2 . 2 4 8 3  B
30 0,. 4 6 7 2 B 0 . 0 4 9 2 B 1 0 1 . 3 9 C 1 . 8 9 4 0  A
60 0 . 7 2 9 6 C 0 . 5 1 0 8 C 8 4 . 5 1 B 1 . 3 7 7 6  C
1 8 0 0 . 8 4 6 8 C 0 . 5 5 5 2 C 8 3 . 0 4 B 1 . 4 1 7 6  C
V i e a n s  i n  a  c o l u m n  n o t  f o l l o w e d  b y  t h e  s a m e  l e t t e r  
d i f f e r  s i g n i f i c a n t l y  ( P  < , 0 0 1 ) .
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Figure 33. Effect of aging on organic volatile 
content of Cheddar cheese.
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i n v o l v e d  i n  f l a v o r .  T h e  c o m p o u n d  2 - b u t a n o n e  i s  n e v e r  
f o u n d  a t  c o n c e n t r a t i o n s  h i g h e r  t h a n  i t s  t h r e s h o l d  
( K i n s e l l a ,  1 9 6 9 )  a n d  t e n d s  t o  d i s a p p e a r  a s  c h e e s e  a g e s  
( K e e n  e t  a  1 . ,  1 9 7 4 ) .
Upon  s t a t i s t i c a l  e x a m i n a t i o n  o f  c h e m i c a l  c o m p o n e n t s ,  
t h e  ANOV t e c h n i q u e  r e v e a l e d  s i g n i f i c a n t  ( P  < . 0 5 )  
i n c r e a s e s  i n  c o n c e n t r a t i o n  o f  p r o p a n o l  d u e  t o  a d d e d  
p s y c h r o t r o p h s  t o  r a w  m i l k  a s  s h o w n  i n  T a b l e  2 2 .  R e s u l t s  
i n d i c a t e d  i n  T a b l e  2 2  r e v e a l e d  t h a t  c o n t r o l  c h e e s e  h a d  
s i g n i f i c a n t l y  ( P  < . 0 0 1 )  h i g h e r  e t h a n o l  v a l u e  t h a n  t h e  
p s y c h r o t r o p h i c  c o n t a m i n a t e d  c h e e s e .
T h e  m e t h y l  k e t o n e ,  2 - b u t a n o n e ,  h a s  b e e n  w i d e l y  
r e p o r t e d  t o  b e  p r e s e n t  i n  C h e d d a r  c h e e s e  ( S c a r p e l l i n o  a n d  
K o s i k o w s k i ,  1 9 5 8 ;  L a w r e n c e ,  1 9 6 3 ;  K r o g e r  a n d  P a t t o n ,  
1 9 6 4 ) .  D a y ,  B a s s e t t e  a n d  K e e n e y  ( 1 9 6 0 )  e s t i m a t e d  t h e  
c o n c e n t r a t i o n  o f  2 - b u t a n o n e  t o  b e  1 2 . 5  p p m  i n  m a t u r e  
C h e d d a r  c h e e s e ,  t h e  h i g h e s t  c o n c e n t r a t i o n  o f  a n y  m e t h y l  
k e t o n e  p r e s e n t .  H o w e v e r ,  B i l l s ,  W i l l i t s  a n d  D a y  ( 1 9 6 6 )  
f o u n d  u p  t o  1 9  p p m  o f  2 - b u t a n o n e  i n  4 o f  1 0  C h e d d a r  
c h e e s e s  c h o s e n  a t  r a n d o m .  K e e n  a n d  W a l k e r  ( 1 9 7 4 )  a l s o  
o b s e r v e d  w i d e  v a r i a t i o n s  i n  t h e  c o n c e n t r a t i o n s  o f  2 -  
b u t a n o n e  e v e n  i n  C h e d d a r  c h e e s e s  m a d e  u s i n g  t h e  s a m e  
s i n g l e - s t r a i n  s t a r t e r  ( S t r e p t o c o c c u s  c r e m o r i s  AM2 ).
S c a r p e l l i n o  ( 1 9 6 1 )  s u g g e s t e d  t h a t  2 - b u t a n o n e  c o n ­
t r i b u t e s  t o  t h e  d e s i r a b l e  f l a v o r  c o m p l e x  o f  C h e d d a r  
c h e e s e  w h e r e a s  t h e  r e d u c t i o n  p r o d u c t ,  2 - b u t a n o l ,  i s  a s s o ­
c i a t e d  w i t h  o f f - f l a v o r  d e v e l o p m e n t .  A p a t h w a y  h a s  b e e n
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T a b l e  2 2 .  E f f e c t  o f  a d d e d  p s y c h r o t r o p h s  o n  o r g a n i c  v o l a -  
t i l e s  o f  C h e d d a r  c h e e s e .
O r g a n i c  C o n t r o l  T r e a t e d -1
V o l a t i l e s  Ch e e s e  C h e e s e
- p p m -  - p p m -
A c e t o n e  0 . 7 5 2 6  0 . 4 6 6 8 0 - 0 . 5 6 8 0  NS^
2 - B u t a n o n e  0 . 2 7 7 3 9  0 . 2 8 9 2 - 0 . 3 1 8 0  NS
E t h a n o l  9 4 . 1 3 0  6 8 . 7 7 2 - 8 8 . 9 3 5  * * *
2 - P e n t a n o n e  1 . 8 6 4 3  1 . 6 1 7 6 - 1 . 8 4 0 0  NS
P r o D a n o l  1 . 1 6 2 0  1 . 2 7 5 - 1 . 2 8 5  *
^ R a n g e  o f  t r e a t e d  c h e e s e  f o r  a l l  f o u r  p s y c h r o t r o p h s  
( P .  f l u o r e s c e n s  27  a n d  1 0 3 )
^ * S i g n i f i c a n t  ( P  < . 0 5 )
NS = N o t  s i g n i f i c a n t
* * * S i g n i f i c a n t  ( P  < . 0 0 1 )
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p r o p o s e d  f o r  t h e  f o r m a t i o n  o f  2 - b u t a n o n e  f r o m  2 , 3 -  
b u t y l e n e  g l y c o l  ( S c a r p e l l i n o  a n d  K o s i k o w s k i ,  1 9 6 2 ) .
K e e n  a n d  W a l k e r  ( 1 9 7 4 )  s u g g e s t e d  t h a t  a n  
a d v e n t i t i o u s  n o n s t a r t e r  b a c t e r i u m  i n  t h e  C h e d d a r  c h e e s e  
m a y  b e  r e s p o n s i b l e  f o r  t h e  f o r m a t i o n  o f  2 - b u t a n o n e .
T h e  f r u i t y  d e f e c t  i s  r e l a t i v e l y  c o m m o n  i n  C h e d d a r  
c h e e s e  a n d  a l t h o u g h  i t  c a n  b e  p l e a s a n t  a t  l o w  i n t e n s i t i e s  
i t  u s u a l l y  b e c o m e s  u n p l e a s a n t l y  s t r o n g  i n  m a t u r e  c h e e s e .  
T h e  d e f e c t  o c c u r s  i n  c h e e s e s  w h i c h  c o n t a i n  h i g h  e t h a n o l  
l e v e l s  ( 1 4 7 - 1 5 2 7  p p m )  ( M c G u g a n  e t  a l . ,  1 9 7 5 ) .  E s t e r a s e  
a c t i v i t y  i n  t h e  c h e e s e  c a t a l y s e s  t h e  r e a c t i o n  b e t w e e n  
v o l a t i l e  f a t t y  a c i d s  a n d  e t h a n o l  t o  p r o d u c e  e s t e r s  w h o s e  
f l a v o r / a r o m a  i s  r e m i n i s c e n t  o f  p e a r  d r o p s .  E t h y l  
b u t y r a t e  a n d  e t h y l  h e x a n o a t e  ( c a p r o a t e )  a p p e a r  t o  b e  t h e  
m a i n  f r u i t y  e s t e r s  i n  C h e d d a r  c h e e s e  ( M c G u g a n  e t  a l . ,  
1 9 7 5 ;  B i l l s  e t  a l . ,  1 9 6 5 ) .  M a n n i n g  ( 1 9 7 9 )  r e p o r t e d  t h a t  
t h e  h i g h  c o n c e n t r a t i o n  o f  e t h a n o l  a n d  H2 S f o u n d  i n  c h e e s e  
h e a d s p a c e  h a v e  b e e n  r e l a t e d  t o  t h e  f l a v o r  d e f e c t s  
" f r u i t y "  a n d  " s u l f i d e "  r e s p e c t i v e l y .  T h e  a v a i l a b l e  
m i c r o b i o l o g i c a l  e v i d e n c e  s u g g e s t s  t h a t  t h e  f r u i t y  d e f e c t  
c a n  b e  c a u s e d  b y  t h e  s t a r t e r  s t r e p t o c o c c i  t h e m s e l v e s ,  b y  
h e t e r o f e r m e n t a t i v e  n o n s t a r t e r  l a c t i c  a c i d  b a c t e r i a ,  o r  b y  
e n z y m e s  f r o m  p s y c h r o t r o p h i c  b a c t e r i a  ( L a w ,  1 9 8 2 ) .
R e s u l t s  i n d i c a t e d  i n  T a b l e  2 3  r e v e a l e d  a  b r i e f  
s u m m a r y  a b o u t  t h e  c o m p a r i s o n  o f  c h e e s e  m a d e  f r o m  
p s y c h r o t r o p h - c o n t a m i n a t e d  r a w  m i l k  a n d  c o n t r o l  c h e e s e .
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E f f e c t  o f  A g i n g  a n d  A d d e d  P s y c h r o t r o p h s  o n  F r e e  F a t t y  
A c i d  C o n t e n t  a n d  F l a v o r  o f  C h e d d a r  C h e e s e
A l t h o u g h  f r e e  f a t t y  a c i d s  ( F F A )  h a v e  b e e n  e s t a b ­
l i s h e d  a s  i m p o r t a n t  f l a v o r  c o m p o u n d s  i n  s e v e r a l  o f  t h e  
a g e d  c h e e s e  v a r i e t i e s  w i t h  m o r e  p r o n o u n c e d  f l a v o r s ,  o n l y  
l i m i t e d  n u m b e r s  o f  s t u d i e s  d e a l i n g  w i t h  t h e  d e f i n i t i v e  
q u a n t i t a t i v e  a s p e c t s  o f  F F A  i n  c h e e s e s  h a v e  a p p e a r e d .  
T h e  a b s e n c e  o f  a n  a c c u r a t e ,  r o u t i n e  a n a l y t i c a l  m e t h o d  f o r  
q u a n t i f i c a t i o n  o f  i n d i v i d u a l  m a j o r  F F A  i n  c h e e s e s  h a s  
h a m p e r e d  p r o g r e s s  o f  d e f i n i t i o n  o f  t h e  r o l e  o f  FFA i n  
c h e e s e s  ( A s t o n  e t  a l . ,  1 9 8 2 ) .
T h e  f r e e  f a t t y  a c i d s  i n  c h e e s e  a r e  d e r i v e d  f r o m  t w o  
m a j o r  s o u r c e s :  ( 1 ) b r e a k d o w n  o f  t h e  f a t  b y  l i p o l y s i s  a n d
( 2 ) m e t a b o l i s m  o f  c a r b o h y d r a t e s  a n d  a m i n o  a c i d s  b y  b a c ­
t e r i a .  T h e  b u l k  o f  e v i d e n c e  i n d i c a t e s  t h a t  l i p o l y s i s  i s  
t h e  p r i n c i p a l  c o n t r i b u t o r  o f  f r e e  f a t t y  a c i d s  o f  c h a i n  
l e n g t h  C 4 o r  g r e a t e r  ( F o d a  e t  a l . ,  1 9 7 4 ;  D u l l e y  a n d  
G r i e v e ,  1 9 7 4 ) .  M i l k  l i p a s e s  h a v e  b e e n  s h o w n  t o  b e  m o r e  
a c t i v e  t h a n  s t a r t e r  l i p a s e s '  i n  C h e d d a r  ( R e i t e r  a n d  
S h a r p e ,  1 9 7 1 ) .  T h e y  s e e m  t o  h y d r o l y z e  t h e  f a t  s e l e c ­
t i v e l y  a n d  t o  b e  a b l e  t o  a t t a c k  t r i g l y c e r i d e s ,  w h i l e  
l a c t i c  s t r e p t o c o c c i  l i p a s e s  s e e m  t o  b e  a c t i v e  m a i n l y  o n  
m o n o -  a n d  d i g l y c e r i d e s  ( S t a d h o u d e r s  a n d  V e r i n g a , 1 9 7 3 ) .
S e v e r a l  w o r k e r s  ( e . g . ,  P i n h e i r o ,  L i s k a  a n d  P a r m e l e e ,  
1 9 6 5 ;  K o s h o n t i  a n d  S j o s t r o m ,  1 9 7 0 ;  D r i e s s e n  a n d  
S t a d h o u d e r s ,  1 9 7 1 ;  L a w ,  S h a r p  a n d  C h a p m a n ,  1 9 7 6 ;  
M o s k o w i t z ,  1 9 8 0 }  h a v e  s h o w n  t h a t  m a n y  e x t r a c e l l u l a r
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T a b l e  2 3 .  C o m p a r i s o n  o f  c h e e s e  m a d e  f r o m  p s y p h r o t r o p h -  
c o n t a m i n a t e d  r a w  m i l k  a n d  c o n t r o l  c h e e s e .
H i g h e r  t h a n  C o n t r o l  Lowe r  t h a n  C o n t r o l
C i t r a t e ( N S ) * A c e t a t e CP < . 0 0 1 )
2 - B u t a n o n e ( NS) 2 - ? e n t a n o n e ( NS)
P r o t e o l y t i c CP < . 0 0 1  ) P r o p i o n a t e ( P  < . 0 0 1 )
P r o p a n o l ( p  < . 0 5 ) pH ( P  < . 0 0 1  )
L a c t a t e ( P  < . 0 0 1  )
F o r m a t e CP < . 0 0 1  )
M o i s t u r e ( p  < . 0 0 1  )
* S i g n i f i c a n c e  l e v e l  i n  p a r e n t h e s e s .
1 6 5
l i p a s e s  f r o m  p s y c h r o t r o p h i c  r a w  m i l k  b a c t e r i a  
( P s e u d o m o n a s  s p p ) a r e  r e s i s t a n t  t o  p a s t e u r i z a t i o n  t e m p e r ­
a t u r e s  w h i c h  k i l l  t h e  b a c t e r i a  t h e m s e l v e s .  T h e s e  e n z y m e s  
a r e  c a r r i e d  i n t o  t h e  c h e e s e  a n d ,  i n  e x c e s s ,  c o u l d  c a u s e  
e x c e s s i v e  l i p o l y s i s  a n d  r a n c i d i t y  i n  C h e d d a r  c h e e s e .
F i g u r e  34  s h o w s  t h e  g a s  c h r o m a t o g r a m s  o f  a  s t a n d a r d  
m i x t u r e  o f  f r e e  f a t t y  a c i d s  w h i l e  F i g u r e s  3 5 ,  3 6 ,  3 7 ,  38 
a n d  3 9  s h o w  t h e  g a s  c h r o m a t o g r a m s  o f  f r e e  f a t t y  a c i d s  
f r o m  0 ,  5 ,  3 0 ,  6 0  a n d  1 8 0  d  C h e d d a r  c h e e s e ,  r e s p e c ­
t i v e l y  .
D a t a  s h o w n  i n  T a b l e s  24  a n d  2 5  o f  g a s  c h r o m a t o g r a p h  
a n a l y s i s  o v e r  a l l  d a y s  o f  s t o r a g e  i n d i c a t e d  s i g n i f i c a n t  
( t o  a t  l e a s t  P < . 0 5 )  i n c r e a s e s  o f  b u t y r i c ,  , c a p r o i c ,  
c a p r y l i c ,  c a p r i c ,  l a u r i c ,  m y r i s t i c ,  p a l m i t i c  a n d  o l e i c  
a c i d s  w i t h  a g i n g  o f  t h e  c h e e s e  ( F i g u r e s  4 0 ,  4 1 ,  4 2  a n d  
4 3 ) .  T h e r e  w e r e  n o  s i g n i f i c a n t  i n c r e a s e s  o f  s t e a r i c  a n d  
l i n o l e i c  a c i d s  w i t h  a g i n g  o f  t h e  c h e e s e  ( T a b l e  2 5 ) .  
T h e s e  o b s e r v a t i o n s  s u p p o r t e d  d a t a  b y  O h r e n  a n d  T u c k e y  
( 1 9 6 9 ) ,  w h o  o b s e r v e d  t h a t  h i g h  l e v e l s  o f  f r e e  f a t t y  a c i d s  
( F F A )  d e v e l o p e d  d u r i n g  m a t u r a t i o n  i n  c h e e s e s  m a d e  f r o m  
h e a t - t r e a t e d  m i l k  i f  l e v e l s  o f  o r g a n i s m s  w e r e  h i g h  i n  t h e  
r a w  m i l k ,  i n d i c a t i n g  t h a t  s u r v i v i n g  b a c t e r i a l  l i p a s e s  
w e r e  a l s o  a c t i v e  i n  c h e e s e .
V o l a t i l e  f a t t y  a c i d s  o t h e r  t h a n  a c e t i c  i n c r e a s e  
d u r i n g  C h e d d a r  c h e e s e  m a t u r a t i o n  d u e  t o  t h e  w e a k  e s t e r a s e
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Figure 34. Gas chronatogran of a
standard mixture of free 
fatty acids.
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F i g u r e  35. Gas chromatogram o f  f r e e
f a t t y  a c i d s  from a 0 - d a y -
o l d  Cheddar c h e e s e .
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Figure 36. Gas chromatograph of free 
fatty acids from a 5-day- 
old Cheddar cheese.
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F i g u r e  3 7 .  Gas chromatogram o f  f r e e
f a t t y  a c i d s  from a 3 0 - d a y -
o l d  Cheddar c h e e s e .
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F i g u r e  3 8 .  Gas chromatogram o f  f r e e
f a t t y  a c i d s  from a 2-month-
o l d  Cheddar c h e e s e .
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Figure 3 9 . Gas chromatogram of free
fatty acids from a 6-month- 
old Cheddar cheese.
T a b l e  2 4 .  E f f e c t  o f  a g i n g  o n  f r e e  f a t t y  a c i d  ( C 4 - C 1 4 )  c o n t e n t  o f  C h e d d a r  c h e e s e .
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B u t y r i c
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- p p r a -
C a p r o i c  
C 6 
. " P P m -
C a p r y l i e  
C 8
- p p m -  __
C a p r i c
CIO
L a u r i e
C12
M y r i s t i c  
Cl  4 
- p p m -
0 2 4 . 9 0 2 A* 1 5 . 2 3 4  A** 1 2 . 0 6 2  A** 2 8 . 4 7 7  A* 3 7 . 9 0 7  A** 1 1 1 . 2 7  A*
5 3 4 . 7 4 5 B 1 8 . 1 8 8  AB 1 3 . 5 4 3  AB 3 2 . 0 6 8  BC 4 2 . 3 8 1  BC 1 2 4 . 4 2  AB
30 3 6 . 9 3 8 B 1 9 . 1 6 8  B 1 3 . 8 5 8  B 3 3 . 2 3 6  C 4 4 . 5 1 0  C 1 3 2 . 0 1  BC
60 3 3 . 2 4 6 B 1 6 . 6 4  2 AB 1 1 . 9 6 0  A 2 9 . 8 4 7  AB 3 9 . 6 0 1  AB 1 1 8 . 3 5  AB
1 8 0 3 9 . 1 8 1 B 1 9 . 5 5 7  B 1 4 . 1 0B U 3 4 . 0 7 6  C 4 2 . 7 1 7  CB 1 4 2 . 8 8  C
* M e a n s  i n  a  c o l u m n  n o t  f o l l o w e d  b y  t h e  s a m e  l e t t e r  d i f f e r  s i g n i f i c a n t l y  ( P  < . 0 1 ) .
* * M e a n s  i n  a  c o l u m n  n o t  f o l l o w e d  b y  t h e  s a m e  l e t t e r  d i f f e r  s i g n i f i c a n t l y  ( P  < . 0 5 ) .
T a b l e  2 5 .  E f f e c t  o f  a g i n g  o n  f r e e  f a t t y  a c i d  I C 1 6 - C 1 8 : 2 )  c o n t e n t  o f  C h e d d a r  c h e e s e .
P a l m i t i c S t e a r i c O l e i c L i n o l e i c
D a y s C16 C l  8 C l  8 : 1 C 1 8 : 2
_ --p p r t r p p i " -  _  . _____________________z p r i s r ,  _ _________ ZPP!ST___
0 3 7 8 . 0 0  A* 2 3 5 . 4 5  A 2 6 . 3 2 5  A* 4 3 . 3 8 3  AB
5 4 2 6 . 2 4  AH 2 5 1 . 6 9  A 2 9 2 . 6 7  AB 4 6 . 8 3  AB
30 4 4 4 . 9 9  B ' 2 6 8 . 8 4  A 2 9 8 . 9 7  AB 4 5 . 3 9 9  AB
60 3 8 3 . 9 5  A 2 2 8 . 7 6  A 2 6 4 . 2 6  A 4 0 . 9 6 7  B
180 4 4 5 . 9 5  B 2 5 6 . 1 1  A 3 1 4 . 4 2  B 5 1 . 8 3 7  A
* M e a n s  i n  a  c o l u m n  n o t  f o l l o w e d  b y  t h e  s a m e  l e t t e r  d i f f e r  s i g n i f i c a n t l y  (P < . 0 5 ) .
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F i g u r e  4 0 .  E f f e c t  o f  a g i n g  o n  f r e e  f a t t y  a c i d  ( C 6 , C 8 
a n d  Cl  8 : 3 )  c o n t e n t  o f  C h e d d a r  c h e e s e .
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S t o r a g e  t i m e  ( D a y s )
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F i g u r e  4 1 .  E f f e c t  o f  a g i n g  o n  f r e e  f a t t y  a c i d  ( C 4 ,  C I O ,  
C12  a n d  C l  8 : 2 )  c o n t e n t  o f  C h e d d a r  c h e e s e .
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F i g u r e  4 2 .  E f f e c t  o f  a g i n g  o n  f r e e  f a t t y  a c i d  ( C 1 4 )  
c o n t e n t  o f  C h e d d a r  c h e e s e .
177
• d :
C16
C18:1
C18
1
2 : 0-
0 30 60 90 120
S t o r a g e  t i m e  ( D a y s )
I —
150 180
F i g u r e  4 3 . E f f e c t  o f  a g i n g  o n  f r e e  f a t t y  a c i d  ( C 1 6 ,  
Cl  8 a n d  C 1 8 : l )  c o n t e n t  o f  C h e d d a r  c h e e s e ,
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a n d  l i p a s e  a c t i v i t i e s  o f  t h e  m i l k  f l o r a  a n d  t h e  s t a r t e r  
b a c t e r i a  ( S t a d h o u d e r s  a n d  V e r i n g a ,  1 9 7 3 ) .  A l t h o u g h  t h e s e  
v o l a t i l e  f a t t y  a c i d s  a r e  i n c l u d e d  i n  m a n y  s y n t h e t i c  
c h e e s e  f l a v o r  f o r m u l a t i o n s  ( H e n n i n g ,  1 9 7 0 ;  N e y  e t  a l . ,  
1 9 7 2 ) ,  e v i d e n c e  f o r  t h e i r  c o n t r i b u t i o n  t o  t y p i c a l  C h e d d a r  
c h e e s e  a r o m a / f l a v o r  i s  e q u i v o c a l  a n d  c o n t r a d i c t o r y .  
G e n e r a l l y ,  y o u n g  C h e d d a r  c h e e s e  c o n t a i n s  l o w  F F A ,  a n d  
a g e d ,  d e s i r a b l y - f l a v o r e d  C h e d d a r  c h e e s e  h a s  i n t e r m e d i a t e  
c o n c e n t r a t i o n s  o f  i n d i v i d u a l  F F A .  H o w e v e r ,  w h e n  
c o n d i t i o n s  p e r m i t  d e v e l o p m e n t  o f  m o r e  F F A  i n  C h e d d a r ,  
r a n c i d  o f f - f l a v o r s  a r e  r e a d i l y  a p p a r e n t .  T h i s  i s  
s p e c i f i c a l l y  t r u e  f o r  b u t y r i c  a c i d  (Woo e t  a l . ,  1 9 8 4 ) .
A l t h o u g h  b u t y r i c  a c i d  c o n c e n t r a t i o n  ( T a b l e  2 6 )  h a d  
n o  s i g n i f i c a n t  d i f f e r e n c e  b e t w e e n  t h e  c o n t r o l  a n d  t h e  
p s y c h r o t r o p h i c  t r e a t e d  c h e e s e ,  s t i l l  t h e  c h e e s e  m a d e  f r o m  
m i l k  c u l t u r e d  w i t h  p s y c h r o t r o p h s  r e v e a l e d  h i g h e r  b u t y r i c  
a c i d  v a l u e  t h a n  t h e  c o n t r o l  c h e e s e .  D a t a  s h o w n  i n  T a b l e  
2 6  o f  g a s  c h r o m a t o g r a p h  a n a l y s i s  f o r  f r e e  f a t t y  a c i d s  
o v e r  a l l  d a y s  o f  s t o r a g e  i n d i c a t e d  t h a t  t h e  c o n t r o l  
c h e e s e  h a d  s i g n i f i c a n t l y  ( P  < . 0 5 )  l o w e r  c a p r o i c ,  
c a p r y l i c ,  c a p r i c ,  l a u r i c ,  m y r i s t i c ,  p a l m i t i c ,  s t e a r i c  a n d  
o l e i c  a c i d  v a l u e s  t h a n  t h e  c h e e s e  m a d e  f r o m  m i l k  c u l t u r e d  
w i t h  p s y c h r o t r o p h .  I n  a d d i t i o n ,  b y  1 8 0  d ,  s i g n i f i c a n t l y  
( P  < . 0 5 )  h i g h e r  l i n o l e n i c  a c i d  c o n c e n t r a t i o n s  w e r e  n o t e d  
i n  C h e d d a r  c h e e s e  m a d e  f r o m  m i l k  c u l t u r e d  w i t h  
p s y c h r o t r o p h  t h a n  t h e  c o n t r o l  c h e e s e  ( T a b l e  2 7 ) .
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T a b l e  2 6 .  E f f e c t  o f  a d d e d  p s y c h r o t r o p h s  t o  r a w  m i l k  o n  
f r e e  f a t t y  a c i d  c o n t e n t  o f  C h e d d a r  c h e e s e .
F r e e  C o n t r o l  T r e a t e d
F a t t y  C h e e s e  C h e e s e
A c i d  - p p m-   - p p m -
R a n q e ^
C 4 2 8 . 6 0 2  2 5 . 7 1 1 -  4 1 . 7 9  3 4 . 0 0  NS 2
Cg 1 2 . 5 7 0  1 5 . 5 8  -  2 3 . 2 3  1 9 . 0 0 5  * * *
C 8 9 . 7 8 4  1 1 . 9 5 1 -  1 5 . 9 0  9 . 9 6 2  * * *
C1Q 2 3 . 4 2 8  2 8 . 4 0  -  3 7 . 0 9  3 3 . 5 6 9  * * *
C 1 2  2 9 . 9 9 0  3 8 . 2 8  -  4 9 . 4 3  4 4 . 2 8 1  * * *
C 1 4  1 0 4 . 1 1  1 1 2 . 3 0  - 1 4 1 . 2 0  1 3 1 . 2 0 2  * * *
C 1 6  3 3 6 . 9 5  3 8 5 . 1 0  - 4 5 9 . 0 2  4 3 5 . 5 4 5  * * *
C 1 8  2 0 0 . 8 8  2 3 7 . 2 8  -  2 7 6 . 0 0  2 5 9 . 9 9  *
C1 8 : l  2 3 1 . 7 6  2 7 0 . 2 0  - 3 2 4 . 4 7  3 0 0 . 4 5  * * *
C1 8 ; 2  3 8 . 8 4 5  ' 4 2 . 5 2 1 -  5 1 . 0 2 3  4 7 . 3 9 3  *
^ -Range  o f  t r e a t e d  c h e e s e  f o r  a l l  f o u r  p s y c h r o t r o p h s  
( P .  f l u o r e s c e n s  2 7  a n d  1 0 3 ) .
2 Wo t  s i g n i f i c a n t  ( P  > . 0 5 ) ,
* * * H i g h l y  s i g n i f i c a n t  ( P  < . 0 0 1 ) ,
* S i g n i f i c a n t  ( P  < . 0 5 ) .
T h e s e  o b s e r v a t i o n s  s u p p o r t e d  d a t a  f r o m  p r e v i o u s  
i n v e s t i g a t o r s  { R e i t e r ,  F r y e r  a n d  S h a r p ,  1 9 6 5  a n d  1 9 6 6 ;  
S h a r p ,  1 9 7 2 )  w h o  c o n c l u d e d  t h a t  a l t h o u g h  p s y c h r o t r o p h i c  
g r a m  n e g a t i v e  r o d s ,  i n o c u l a t e d  i n t o  l o w  c o u n t  m i l k s  a n d  
s t o r e d  a t  l o w  t e m p e r a t u r e s  w e r e  e l i m i n a t e d  b y  
p a s t e u r i z a t i o n ,  t h e i r  l i p o l y t i c  a c t i v i t y  s u r v i v e d  t h e  
p r o c e s s  a n d  g a v e  r i s e  t o  r a n c i d  f l a v o r e d  C h e d d a r  c h e e s e s  
c o n t a i n i n g  h i g h  l e v e l s  o f  f r e e  b u t y r i c  a n d  h i g h e r  f a t t y  
a c i d s .  T h e  h i g h e s t  i n c i d e n c e  o f  l i p o l y t i c  a c t i v i t y  a m o n g  
t h e  p s y c h r o t r o p h i c  g r a m  n e g a t i v e  f l o r a  o f  c o m m e r c i a l  r a w  
m i l k  w a s  f o u n d  i n  s t r a i n s  o f  P s e u d o mo n a s  f l u o r e s c e n s  
{ L a w ,  S h a r p  a n d  C h a p m a n ,  1 9 7 6 )  a n d  P s e u d o mo n a s  f l u o r e s ­
c e n s  2 7  ( P  2 7 )  ( C h r i s t e n  e t  a l . ,  1 9 8 0  a n d  1 9 8 4 ) .  C h e e s e s  
m a d e  f r o m  m i l k s  i n  w h i c h  m i x e d  s t r a i n s  o f  l i p o l y t i c  g r a m  
n e g a t i v e  r o d s  ( GNR)  h a d  b e e n  a l l o w e d  t o  m u l t i p l y  t o  
g r e a t e r  t h a n  lo"^ C F U / m l  b e c a m e  r a n c i d  a f t e r  f o u r  m o n t h s  
e v e n  t h o u g h  t h e  GNR h a d  b e e n  k i l l e d  b y  p a s t e u r i z a t i o n .  A 
s i n g l e  s t r a i n  o f  P s e u d o m o n a s  f l u o r e s c e n s  ( A R I I )  p r o d u c e d  
t h e  s a m e  e f f e c t  a f t e r  o n l y  t w o  m o n t h s  u n d e r  s i m i l a r  
c o n d i t i o n s .  T h e  r a n c i d i t y  w a s  c h a r a c t e r i z e d  b y  a  s o a p y  
o f f - f l a v o r  i n  c h e e s e s  c o n t a i n i n g  f r e e  f a t t y  a c i d  
c o n c e n t r a t i o n s  f r o m  t h r e e  t o  t e n  t i m e s  h i g h e r  t h a n  t h o s e  
i n  c o n t r o l  c h e e s e s  m a d e  f r o m  s t o r e d  m i l k s  w i t h  l o w  GNR 
c o u n t s .
D a t a  r e v e a l e d  i n  T a b l e  2 8  d e m o n s t r a t e  a  s i g n i f i c a n t  
{P < . 0 0 1 )  n e g a t i v e  c o r r e l a t i o n  b e t w e e n  t h e  s h o r t  c h a i n
T a b l e  2 7 .  E f f e c t  o f  a d d e d  p s y c h r o t r o p h s  t o  r a w  m i l k  o n  l i n o l e n i c  ( C l 8 : 3 )  c o n t e n t  o f  
C h e d d a r  c h e e s e .
1 .  C o n t r o l
2 .  P .  f l u o r e s c e n c e  
1 0 3 - 1 0 , 0 0 0 / m i
P .  f l u o r e s c e n c e3.
4,  
5
1 0 3 - 1 0 0 , 0 0 0 / m l
P . f l u o r e s c e n c e  
2 7 - 1 0 , 0 0 0 / m l
P .  f l u o r e s c e n c e  
2 7 - 1 0 0 , 0 0 0 / m l
0
- n p u r  
0 A*
0 A
0 A
0 A
0 A
- p p m -
0 A 
0 A 
0 A 
0 A 
0 A
 D a y s _____
~ _ 3  0____ '  " I
- p p m -
0 A
A
1 6 . 7 8  B
_60 _
- ppm-
A
A
A
A
1 6 . 1 8  B
__ 180__ 
-p p m -"
16
0
A
B
1 7 . 9 2  C 
1 5 . 8 5  A 
1 8 . 7 1 5  D
* M e a n s  i n  a  c o l u m n  n o t  f o l l o w e d  b y  t h e  sa m e  l e t t e r  d i f f e r  s i g n i f i c a n t l y  ( P  < . 0 5 ) .
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1 8 2
f a t t y  a c i d s  a t  3 0  d  a n d  c h e e s e  f l a v o r  a t  1 8 0  d .  A l s o  
i n d i c a t e d  a s  s i g n i f i c a n t  ( P  < . 0 1 )  w a s  t h e  n e g a t i v e
c o r r e l a t i o n  b e t w e e n  l a u r i c ,  m y r i s t i c ,  p a l m i t i c  a n d  o l e i c  
a c i d s  a t  3 0  d  a n d  c h e e s e  f l a v o r  a t  1 8 0  d .  T h i s  
o c c u r r e n c e  s u p p o r t e d  d a t a  b y  P a t t o n  ( 1 9 6 3 )  w h o  c l a i m e d  
t h a t  v o l a t i l e  f a t t y  a c i d s  ( C 2 - C g )  w e r e  t h e  " b a c k b o n e "  o f  
C h e d d a r  a r o m a  b e c a u s e  b l o c k i n g  a g e n t s  f o r  c a r b o x y l i c  
f u n c t i o n a l  g r o u p s  i m p a i r e d  t h e  a r o m a  o f  c h e e s e  f a t  
d i s t i l l a t e s .  H o w e v e r ,  M a n n i n g  a n d  P r i c e  ( 1 9 7 7 )  s h o w e d  
t h a t  t h e  r e m o v a l  o f  v o l a t i l e  f a t t y  a c i d s  f r o m  C h e d d a r  
c h e e s e  h e a d s p a c e  d i d  n o t  a f f e c t  i t s  a r o m a  a t  a l l  a n d  
c o n c l u d e d  t h a t  t h e s e  a c i d s  w e r e  o n l y  i m p o r t a n t  i n  t h e  
b a c k g r o u n d  t a s t e  o f  t h e  c h e e s e .
N a k a e  a n d  E l l i o t t  ( 1 9 6 5 )  d e m o n s t r a t e d  t h a t  t h e  F F A  
f r o m  a c e t i c  t o  c a p r o i c  w e r e  p r o d u c e d  f r o m  c a s e i n  h y d r o l y ­
s a t e s  b y  l a c t i c  a c i d  b a c t e r i a .  A c e t i c  a c i d  c a n  b e  
p r o d u c e d  f r o m  c i t r a t e ,  l a c t o s e  a n d  a m i n o  a c i d s  ( F r y e r ,  
1 9 6 9 ) .  F a r r e r  a n d  W e e k s  ( 1 9 7 0 )  a t t r i b u t e d  C h e d d a r  c h e e s e  
f l a v o r  t o  o n e  o r  m o r e  o f  t h e  f o l l o w i n g  c o m p o u n d s :  
a c e t i c ,  b u t y r i c ,  c a p r o i c ,  c a p r i c  a c i d s ,  m e t h i o n a l ,  3 -  
m e r c a p t o p r o p i o n i c  a c i d .  T h e  f r e e  f a t t y  a c i d s  b u t y r i c ,  
c a p r o i c ,  c a p r y l i c  a n d  c a p r i c  w e r e  i n c l u d e d  i n  a  p a t e n t  
s p e c i f i c a t i o n  s u b m i t t e d  b y  H e n n i n g  ( 1 9 7 0 )  w h i c h  w a s  
c l a i m e d  t o  i m p a r t  C h e d d a r  c h e e s e  f l a v o r  t o  f o o d s t u f f s .  
S t u d i e s  w i t h  e n z y m e - m o d i f i e d  c h e e s e  s u g g e s t  t h a t  
i n c r e a s e d  f r e e  v o l a t i l e  f a t t y  a c i d s  i n  l i p a s e - t r e a t e d
13  3
T a b l e  2 8 .  C o r r e l a t i o n  o f  f r e e  f a t t y  a c i d s  a t  30  d  w i t h  
f l a v o r  a t  1 8 0  d s t o r a g e  a t  7 ° C .
F r e e  C o r r e l a t i o n
F a t t y  C o e f f i c i e n t s
______  A c i d e _____
3 u t y r i c  C~4
N
15
- r -
- 0 . 6 7 * *
C a p r o i c C 6 15 - 0 . 8 2 * * *
C a p r y l i e C 8 15 - 0 . 7 9 * * *
C a p r i c CIO 15 - 0 . 7 7 * * *
L a u r i c C l  2 15 - 0 . 7 3 * *
M y r i s t i c C l  4 1 5 - 0 . 7 1 * *
P a l m i t i c C l  6 15 - 0 . 6 8 **
O l e i c Cl  8 :1 15 - 0 . 6 8 **
* *  P < . 0 1
* * * P  < . 0 0 1
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A m e r i c a n  C h e d d a r  i n c r e a s e  i t s  f l a v o r  i n t e n s i t y ,  p r o v i d e d  
t h a t  h i g h  r a n c i d i t y - i n d u c i n g  l i p a s e  l e v e l s  a r e  a v o i d e d  
( K o s i k o w s k i  a n d  I w a s a k i ,  1 9 7 5 ;  S o o d  a n d  K o s i k o w s k i ,  
1 9 7 9 ) .
H a r p e r ,  W a n g  a n d  K r i s t o f f e r s e n  ( 1 9 7 9 )  s h o w e d  t h a t  
f r e e  f a t t y  a c i d s  f r o m  C 4 t o  C ^ q  w e r e  p r o d u c e d  i n  
v e g e t a b l e  f a t  m o d i f i e d  C h e d d a r  c h e e s e ,  b u t  t h e i r  l e v e l s  
w e r e  s i g n i f i c a n t l y  l o w e r  t h a n  t h o s e  i n  t h e  m i l k  f a t  
c h e e s e s .  C h e d d a r  c h e e s e  m a n u f a c t u r e d  w i t h  v e g e t a b l e  o r  
m i n e r a l  l i p i d s  a p p e a r  n o t  t o  d e v e l o p  c h a r a c t e r i s t i c  
f l a v o r  ( F o d a  e t  a l . ,  1 9 7 4  ; H a r p e r ,  W a n g  a n d  
K r i s t o f f e r s e n , 1 9 7 9 ) .  S o m e  a p p a r e n t l y  f i n e - f l a v o r e d
C h e d d a r  c h e e s e s  h a v e  l o w  c o n c e n t r a t i o n  o f  t h e  s h o r t - c h a i n  
F F A  ( W o o  e t  a l . ,  1 9 8 2 ) .  F r e e  f a t t y  a c i d s  d e r i v e d  f r o m  
m i l k  f a t  g e n e r a l l y  b e l i e v e d  t o  c o n t r i b u t e  t o  t h e  f l a v o r  
o f  m o s t  a g e d  c h e e s e  ( B a d i n g s  e t  a l . ,  1 9 8 0 ;  L a w ,  1 9 8 2 ;  
A d d a  e t  a l . ,  1 9 8 2 ) .  H y d r o l y t i c  r a n c i d i t y  f l a v o r  d e f e c t s  
i n  S w i s s ,  B r i c k  a n d  C h e d d a r  c h e e s e s  w e r e  s i g n a l e d  b y  
m e a s u r e m e n t  o f  h i g h  c o n c e n t r a t i o n s  o f  i n d i v i d u a l  s h o r t -  
c h a i n  f r e e  f a t t y  a c i d s  (Woo e t  a l . ,  1 9 8 4 ) .
D a t a  r e v e a l e d  i n  F i g u r e  4 4  d e m o n s t r a t e s  a  s i g n i f i ­
c a n t  ( P  < . 0 5 }  d i f f e r e n c e  i n  m y r i s t i c  a n d  l i n o l e n i c  a c i d  
c o n c e n t r a t i o n s  b e t w e e n  3 0  a n d  1 8 0  d  f o r  t h e  c o n t r o l  
c h e e s e ,  w h i l e  F i g u r e  4 5  i n d i c a t e s  a  s i g n i f i c a n t  ( P  < . 0 5 )  
d i f f e r e n c e  i n  l i n o l e i c  a c i d  c o n c e n t r a t i o n  b e t w e e n  30  a n d  
1 8 0  d f o r  t h e  c h e e s e  t h a t  w a s  m a d e  f r o m  m i l k  c u l t u r e d  
w i t h  p s y c h r o t r o p h s .
F r e e  fatty a c i d
Fiqure 44. Free fatty acid profile of control 
Cheddar cheese at 30 days versus 
1B0 days of aging.
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Figure 45* Free fatty acid profile of Cheddar 
cheese made from psychrotrophic 
(Strain 27) contaminated raw milk 
at 30 days versus 180 days.
1 8 7
D a t a  r e v e a l e d  i n  F i g u r e s  46  a n d  48  d e m o n s t r a t e  s i g ­
n i f i c a n t l y  ( P  < . 0 5 )  h i g h e r  c o n c e n t r a t i o n s  o f  s h o r t  a n d  
l o n g  c h a i n  f a t t y  a c i d s  a t  3 0  d  a g i n g  i n  C h e d d a r  c h e e s e  
m a d e  f r o m  p s y c h r o t r o p h i c  c o n t a m i n a t e d  r a w  m i l k  t h a n  t h e  
c o n t r o l  c h e e s e .  A l s o ,  F i g u r e s  4 7  a n d  4 9  i n d i c a t e  
s i g n i f i c a n t l y  ( a t  l e a s t  P < . 0 5 )  h i g h e r  c o n c e n t r a t i o n s  o f  
C 4 ,  C 6 ,  C 8 ,  C I O ,  C 1 2 ,  C 1 8 : l  a n d  C 1 8 : 2  a t  1 8 0  d a g i n g  i n  
C h e d d a r  c h e e s e  m a d e  f r o m  p s y c h r o t r o p h i c  c o n t a m i n a t e d  r a w  
m i l k  t h a n  t h e  c o n t r o l  c h e e s e .
T h e s e  o b s e r v a t i o n s  s u p p o r t e d  d a t a  f r o m  p r e v i o u s  
i n v e s t i g a t o r s  ( D e e t h  a n d  F i t z - G e r a l d ,  1 9 7 5 ;  L a w ,  S h a r p  
a n d  C h a p m a n ,  1 9 7 6 )  w h o  c o n c l u d e d  t h a t  p s y c h r o t r o p h i c  b a c ­
t e r i a  t h a t  p o s s e s s  h e a t  s t a b l e  l i p a s e s  a r e  a l s o  p o t e n t i a l  
c o n t r i b u t o r s  t o  f r e e  f a t t y  a c i d  p r o d u c t i o n  d u r i n g  c h e e s e  
r i p e n i n g .  A c t i v i t y  o f  m i c r o b i a l  l i p a s e s  i s  t h e  p r e d o m i ­
n a n t  s o u r c e  o f  e x c e s s i v e  l i p o l y s i s  i n  c h e e s e  ( K u z d z a l -  
S a v o i e , 1 9 8 0  ) .
C o g a n  ( 1 9 8 0 )  r e v i e w e d  s e v e r a l  s t u d i e s  t h a t  d i s c u s s e d  
t h e  d e t e r i o r a t i v e  e f f e c t  o f  h e a t - r e s i s t a n t  m i c r o b i a l  
l i p a s e s  o n  c h e e s e  q u a l i t y  a n d  h e  f o u n d  t h a t  
p s y c h r o t r o p h i c  b a c t e r i a  p r o d u c e  m o s t  o f  t h e  h e a t -  
r e s i s t a n t  m i c r o b i a l  l i p a s e s .
T h e  f a t  g l o b u l e  m e m b r a n e  ( FGM)  i s  a n  a d d i t i o n a l  
s o u r c e  o f  l i p i d s  ( i n  p a r t i c u l a r ,  p h o s p h o l i p i d s ) ,  a n d  i t s  
p o s s i b l e  c o n t r i b u t i o n  t o  c h e e s e  f l a v o r  h a s  n o t  b e e n  
c o n s i d e r e d  p r e v i o u s l y ,  a l t h o u g h  r e c e n t  r e p o r t s  h a v e  d e a l t
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Figure 46. Free fatty acid profile of Cheddar cheese made from
psychrotrophic (Strain 27) contaminated raw milk versus 
control at 30 days of aging.
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Figure 47 Free fatty acid profile of Cheddar 
cheese made from psychrotrophic 
(Strain 27) contaminated raw milk 
versus control at 180 days of 
aging.
mist* 
too •
100
200
109 J
C o n t r o l
P. fluorescens 27 and 103
assdB
C4 C6 C8 Cl 8:1
Free fatty acid
Figure 48. Free fatty acid profile of Cheddar cheese made from 
psychrotrophic (Strains 27 and 103) contaminated raw 
milk versus control at 30 days of aging. 190
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Figure 49. Free fatty acid profile of Cheddar 
cheese made from psychrotrophic 
(Strain 27 and 103) contaminated 
raw milk versus control at 180 days 
of aging.
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w i t h  i s o l a t i o n  o f  p h o s p h o l i p i d s  f r o m  c h e e s e  ( U m e m o t o  a n d  
S a t o ,  1 9 7 0 ;  N a k a n i s h i  a n d  K a y a ,  1 9 7 1 ) .  P h o s p h o l i p i d s  i n  
t h e  c h e e s e s  d e c r e a s e d  b y  5 0  t o  70% d u r i n g  t h e  6 m o  r i p e n ­
i n g .  T h e  b r e a k d o w n  o f  p h o s p h o l i p i d s  d u r i n g  r i p e n i n g  o f  
C h e d d a r  c h e e s e s  w a s  a t t r i b u t e d  t o  p h o s p h o l i p a s e s  p r o d u c e d  
b y  t h e  p s y c h r o t r o p h i c  b a c t e r i a  w h e r e  t i t e r s  o f  f r e e  f a t t y  
a c i d s  i n c r e a s e d  a t  g r e a t e r  r a t e s  i n  r a w  m i l k s  i n c u n a t e d  
a t  3 0 ° C  w i t h  p h o s p h o 1 i p a s e  C f r o m  P s e u d o m o n a s  f l u o r e s ­
c e n s  ( C h r i s o p e  a n d  M a r s h a l l ,  1 9 7 6 ) .
R e s u l t s  i n d i c a t e d  i n  T a b l e  29  r e v e a l e d  a  s i g n i f i c a n t  
(P < . 0 0 1 )  n e g a t i v e  c o r r e l a t i o n  b e t w e e n  t h e  m o i s t u r e  c o n ­
t e n t  o f  C h e d d a r  c h e e s e  a t  0 d  a n d  c h e e s e  f l a v o r  a t  1 8 0  d ,
i . e . ,  t h e  h i g h e r  m o i s t u r e  a t  0 d ,  t h e  l o w e r  t h e  q u a l i t y  
o f  C h e d d a r  c h e e s e .  A l s o ,  a  s i g n i f i c a n t  ( P  < . 0 0 1 )  p o s i ­
t i v e  c o r r e l a t i o n  w a s  n o t e d  b e t w e e n  t h e  pH a n d  s a l t  c o n ­
t e n t  o f  c h e e s e  a t  0 a n d  3 0  d r e s p e c t i v e l y  a n d  c h e e s e  
f l a v o r  a t  1 8 0  d .  T h i s  s u p p o r t e d  d a t a  o f  p r e v i o u s  i n v e s ­
t i g a t o r s  ( L a w r e n c e  a n d  G i l l e s ,  1 9 6 9 )  w h o  c o n c l u d e d  t h a t  
t h e  a v e r a g e  s a l t - i n - m o i s t u r e  l e v e l s  o f  t h e  n o n - b i t t e r  
c h e e s e  w e r e  c o n s i d e r a b l y  h i g h e r  t h a n  t h o s e  i n  b i t t e r  
c h e e s e  o f  t h e  s a m e  a c i d i t y  a b o v e  a n d  b e l o w  pH l e v e l  4 . 9 5 .  
T h e  r e p o r t  o f  F o x  a n d  W a l l e y  ( 1 9 7 1 )  h e l p s  t o  e x p l a i n  t h e  
r o l e  o f  s a l t  i n  p r e v e n t i n g  b i t t e r n e s s  i n  C h e d d a r  c h e e s e .  
S u l l i v a n  e t  a l .  ( 1 9 7 1 )  d e m o n s t r a t e d  a n  e f f e c t  o f  pH o n  
t h e  a b i l i t y  o f  " b i t t e r "  a n d  " n o n - b i t t e r "  s t r a i n s  t o  
r e m o v e  b i t t e r n e s s  f r o m  b i t t e r  p e p t i d e s  e x t r a c t e d  f r o m
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T a b l e  2 9 .  C o r r e l a t i o n  o f  c h e e s e  f l a v o r *  w i t h  m o i s t u r e ,  
s a l t  a n d  p H .
C o r r e l a t i o n  o f  
_ F I a v o r  W i t h
M o i s t u r e
S a l t
pH
* F l a v o r  a t  1 8 0  d .  
* * * P  < . 0 0 1
Da v
0 - . 7 6 * * *
3 0  . 7 0 * * *
0 . 7 6 * * *
T a b l e  3 0 .  R e g r e s s i o n  o f  f l a v o r *  s c o r e  o n  m o i s t u r e ,  s a l t  
a n d  p H .
M e a n  F l a v o r  E q u a t i o n
S c o r e  a t  1 8 0 d  y — a + b x  Me a n  X
6 . 7 2  ( 6 1 . 5 7 ) + ( - I . 4 3 )  ( m o i s t u r e )  3 8 . 2 7
6 . 7 1  ( - 7 . 7 1 1 ) + ( 4 . 9 0 )  ( s a l t )  2 . 9 4
6 . 7 1  ( - 5 7 . 1 5 ) + ( 1 2 . 5 8 )  ( p H)  5 . 0 7
* F l a v o r  a t  1 8 0 d .
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t r y p t i c  h y d r o l y s a t e s  o f  c a s e i n .  T h e y  r e p o r t e d  t h a t  
s t r a i n  HP { b i t t e r )  o f  S t r e p t o c o c c u s  c r e m o r i s  w a s  u n a b l e  
t o  r e d u c e  t h e  l e v e l  o f  b i t t e r n e s s  i n  t h e  b i t t e r  p e p t i d e  
e x t r a c t  a t  pH v a l u e s  b e l o w  5 . 5 ,  w h i l e  s t r a i n  M L I  { n o n -  
- b i t t e r )  c o u l d  d o  s o  a t  a l l  pH v a l u e s  a b o v e  4 . 5 .  T h i s  
r e p o r t  p r o v i d e s  e v i d e n c e  t h a t  pH i s  a d e t e r m i n i n g  f a c t o r  
i n  t h e  d e g r a d a t i o n  o f  b i t t e r  p e p t i d e s  b y  i n d i v i d u a l  
s t r a i n s  o f  s t a r t e r .
P r e d i c t i o n  o f  F l a v o r
T h e  d a i r y  i n d u s t r y  h a s  a n  i m m e d i a t e  n e e d  f o r  a  r a p i d  
m e t h o d  t o  p r e d i c t  t h e  f l a v o r  o f  f i n i s h e d  p r o d u c t .  
A l t h o u g h  r e c e n t  a d v a n c e s  h a v e  b e e n  m a d e  i n  t h e  a r e a  o f  
f l u i d  m i l k  t o  p r e d i c t  t h e  s h e l f - l i f e  o f  f i n i s h e d  p r o d u c t s  
{ B i s h o p  a n d  W h i t e ,  1 9 8 4 ) ,  l i t t l e  i s  k n o w n  a b o u t  t h e  
p r e d i c t a b i l i t y  o f  f l a v o r  i n  c u l t u r e d  p r o d u c t s .
S t e p w i s e  r e g r e s s i o n ,  p a r a m e t e r s  a n d  t h e i r  r a t i o s  o n  
0 ,  5 a n d  3 0  d w e r e  u s e d  t o  f o r m u l a t e  r e g r e s s i o n  e q u a t i o n s  
t o  p r e d i c t  t h e  f l a v o r  o f  C h e d d a r  c h e e s e  a t  1 8 0  d .  E n t e r ­
i n g  t h e  m o i s t u r e  c o n t e n t  a t  0 d ,  s t r e p t o c o c c i  c o u n t s  a t  5 
d ,  pH a t  5 d  a n d  a c e t i c  v a l u e  a t  0 d  a s  s h o w n  { T a b l e  3 1 ) ,  
a  r e g r e s s i o n  e q u a t i o n  w a s  f o r m u l a t e d  h a v i n g  a  c o e f f i c i e n t  
o f  d e t e r m i n a t i o n  ( R ^ )  o f  0 . 8 1 .  T h i s  m e a n s  t h a t  81% o f  
t h e  v a r i a t i o n  i n  f l a v o r  c o u l d  b e  e x p l a i n e d  b y  t h e s e  
p a r a m e t e r s .
R e s u l t s  o b t a i n e d  a f t e r  f r e e  f a t t y  a c i d  a n a l y s i s  
i n d i c a t e  t h a t  e n t e r i n g  t h e  pH a t  0 d ,  l a c t o b a c i l l i  c o u n t s
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T a b l e  3 1 .  R e g r e s s i o n  c o e f f i c i e n t s  f o r  e q u a t i o n 2 t o  p r e ­
d i c t  r i p e n e d  C h e d d a r  c h e e s e  f l a v o r  b y  a n a l ­
y s i s  o f  y o u n g  c h e e s e .
Mean
F l a v o r
V a r i a b l e b  V a l u e P r o b . > F  R2 S c o r e
I n t e r c e p t 5 8 . 6 0 4
XI M o i s t u r e  
( d a y  0)
- 1 . 3 8 6 0 . 0 0 0 1  0 . 8 1  6 . 5
X2 S t r e p t o c o c c i  
( d a y  5)
- 1 . 4 4 6 0 . 0 0 1 6
X3 pH
( d a y  5)
2 . 5 0 6 0 . 0 0 0 9
X4 A c e t i c  
( d a y  0)
o o k—* 0 . 0 5 9 0
^ • F l a v o r  a t  1 8 0  d .
R e g r e s s i o n  e q u a t i o n  c a l c u l a t e d  a s  f o l l o w s :
F l a v o r  s c o r e  = ( 5 8 . 6 0 4 ) + ( - 1 . 3 8 6 ) ( X I ) + ( - 1 . 4 4 6 ) ( X 2 )+
( 2 . 5 0 6 ) ( X 3 ) + ( 0 . 0 1 4  ) ( X4)
1 9 6
a t  5 d ,  a n d  c a p r o i c  a c i d  c o n t e n t  a t  3 0  d a s  s h o w n  ( T a b l e  
3 2 ) ,  a  r e g r e s s i o n  e q u a t i o n  w a s  f o r m u l a t e d  h a v i n g  a  
c o e f f i c i e n t  o f  d e t e r m i n a t i o n  ( R^  ) o f  0 . 8 7 .  T h i s  m e a n s  
t h a t  87% o f  t h e  v a r i a t i o n  i n  f l a v o r  c o u l d  b e  e x p l a i n e d  b y  
t h e s e  p a r a m e t e r s .  W i t h  t h e  a d d i t i o n  o f  c o l i f o r m  c o u n t  a t  
0 d ,  H u l l  r e s u l t  a t  5 d ,  a c e t i c  a c i d  v a l u e  a t  3 0  d a n d  
o l e i c  a c i d  a t  0 d t o  t h e  pH a t  0 d ,  l a c t o b a c i l l i  c o u n t  a t  
5 d  a n d  c a p r o i c  a c i d  v a l u e  a t  3 0  d  ( T a b l e  3 3 ) ,  t h e  
i n c r e a s e d  t o  . 9 9 7  i n d i c a t i n g  a l m o s t  p e r f e c t  e x p l a n a t i o n  
o f  f l a v o r  d i f f e r e n c e s .  H o w e v e r ,  t h e  q u a n t i t a t i o n  o f  t h i s  
m a n y  v a r i a b l e s  b e c o m e s  v e r y  i m p r a c t i c a l  w h e n  a p p l i e d  t o  a  
p l a n t  s i t u a t i o n ,  e . g . ,  t h e  a n a l y s i s  r e q u i r e d  t o  
q u a n t i t a t e  t h e s e  c o m p o u n d s  i s  u n w i e l d y  f o r  m o s t  d a i r y  
p l a n t  l a b o r a t o r i e s .  A l s o ,  t h e  a p p l i c a t i o n  o f  t h e  e q u a ­
t i o n  i n  T a b l e  3 3  t o  f u t u r e  d a t a  s e t s  w o u l d  p r o b a b l y  n o t  
b e  n e a r l y  a s  s u c c e s s f u l ,  d u e  t o  c h a n g e s  i n  t h e  b  v a l u e s .
I n  o r d e r  t o  u s e  t h e s e  e q u a t i o n s  t o  p r e d i c t  C h e d d a r  
c h e e s e  f l a v o r  a f t e r  1 8 0  d ,  v a r i a b l e s  o f  a n  i n d i v i d u a l  
C h e d d a r  c h e e s e  s a m p l e  w o u l d  b e  s u b s t i t u t e d  i n  t h e  e q u a ­
t i o n  o n  g i v e n  d a y s  a s  s h o w n  ( T a b l e  3 3 ) .  A f t e r  c o m p u t a ­
t i o n ,  t h e  r e s u l t i n g  f l a v o r  s c o r e  w o u l d  b e  t h a t  p r e d i c t e d  
f o r  t h e  c h e e s e  a f t e r  1 8 0  d s t o r a g e .  R a t h e r  t h a n  a c t u a l l y  
u s i n g  t h e  e q u a t i o n s ,  o n e  o b j e c t i v e  o f  t h i s  r e s e a r c h  w a s  
t o  i d e n t i f y  t h e  c h e m i c a l  c o m p o n e n t s  w h i c h  b e s t  r e l a t e  t o  
t h e  f l a v o r  o f  C h e d d a r  c h e e s e .  A f t e r  e s t a b l i s h i n g  t h i s  
p o i n t ,  t h e n  f u r t h e r  i n v e s t i g a t i o n  o f  t h e s e  c o m p o n e n t s
1 9 7
T a b l e  3 2 .  R e g r e s s i o n  c o e f f i c i e n t s  f o r  e q u a t i o n  t o  p r e ­
d i c t  r i p e n e d  C h e d d a r  c h e e s e . f l a v o r  b y  a n a l ­
y s i s  o f  y o u n g  c h e e s e .
Me a n
F l a v o r
V a r i a b l e  ___    b  V a l u e  P r o b . > F  R^ S c o r e
I n t e r c e p t
XI  pH
( d a y  0)
X2 L a c t o b a c i l l i  
( d a y  5)
X3 C a p r o i c  A c i d  
( d a y  3 0 )
■'■Flavor  a t  1 8 0  d .
^ R e g r e s s i o n  e q u a t i o n  c a l c u l a t e d  a s  f o l l o w s :
F l a v o r  s c o r e  = - 9 . 6 8 0 + ( 6 . 5 8 ) { X l ) + ( - 1 . 6 1 ) ( X 2 ) + ( - 0 . 1 3 ) ( X 3 }
- 9 . 6 8 0
6 . 5 8  0 . 0 0 4 8  0 . 8 7  6 . 5
- 1 . 6 1  0 . 0 2 6 8
- 0 . 1 3  0 . 0 0 0 5
1 9 8
T a b l e  3 3 .
2
R e g r e s s i o n  c o e f f i c i e n t s  f o r  e q u a t i o n  t o  p r e ­
d i c t  r i p e n e d  C h e d d a r  c h e e s e  f l a v o r  b y  a n a l ­
y s i s  o f  y o u n g  c h e e s e  i n c l u d i n g  a d d i t i o n a l  
v a r i a b l e s .
V a r i a b l e b  V a l u e  P r o b . > F R'
Me an
F l a v o r
S c o r e
I n t e r c e p t
X l  C o l i f o r i n  
( d a y  0 )
- 0 . 4 6 9
0 . 1 7 3 0 . 0 0 0 1 0 . 9 9 7  6 . 5
X2 pH
( d a y  0 )
7 . 5 1 3  0 . 0 0 0 1
X3 L a c t o b a c i l l i  
( d a y  5 )
- 2 . 9 4 2  0 . 0 0 0 1
X4 H u l l  
( d a y  5
- 0 . 0 3 9  0 . 0 0 0 1
X5 A c e t i c  A c i d  
( d a y  3 0 )
3 0 0 . 0 0 4  0 . 0 0 1 6
X6 O l e i c  A c i d  
( d a y  0)
0 . 0 0 4  0 . 0 0 0 1
X7 C a p r o i c  A c i d  30  
( d a y  3 0 )
- 0 . 1 6 2  0 . 0 0 0 1
■ ' • F l avo r  a t  1 8 0  d .
2
R e g r e s s i o n  e q u a t i o n  c a l c u l a t e d  a s  f o l l o w s :
F l a v o r  s c o r e  = ( - 0 . 4 6 9 ) + ( 0 . 1 7 3 ) ( X I ) + ( 7 . 5 1 3 ) ( X 2 )+
( - 2 . 9 4  2 ) ( X 3 ) + ( - 0 . 0 3  9 ) ( X 4 ) + { 0 . 0 0 4 ) ( X 5 ) +  
( 0 . 0 0 4 ) ( X 6 ) + { - 0 . 1 6 2 ) ( X 7 )
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s h o u l d  y i e l d  m o r e  d e f i n i t e  c o n c l u s i o n s  a s  t o  t h e i r  a c t u a l  
i m p o r t a n c e  i n  f l a v o r  p r e d i c t i o n s .
A c c o r d i n g  t o  d a t a  r e v e a l e d  i n  T a b l e s  3 2  a n d  3 3 ,  t h e  
d e v e l o p m e n t  o f  s i m p l e  p r o c e d u r e s  t o  q u a n t  i t a t e  p H ,  
l a c t o b a c i l l i  a n d  c a p r o i c  a c i d  a l o n g  w i t h  c o l i f o r m ,  H u l l ,  
a c e t i c  a c i d  a n d  o l e i c  a c i d  w o u l d  b e  b e n e f i c i a l  i n  
e s t i m a t i n g  t h e  p o t e n t i a l  f l a v o r  o f  C h e d d a r  c h e e s e  a t  180  
d .  H o w e v e r ,  t h e  p r e s e n t  r e s u l t s  o n l y  i n d i c a t e  a  r e l a ­
t i o n s h i p  w i t h  f l a v o r .  A d d i t i o n a l  s t u d y  o f  t h e s e  c o m ­
p o u n d s  i s  n e e d e d  t o  d e t e r m i n e  t h e  r e p e a t a b i l i t y  o f  t h e s e  
r e l a t i o n s h i p s  i n  o r d e r  t o  a s s e s s  t h e i r  a b i l i t y  t o  p r e d i c t  
t h e  f l a v o r .
C h e m i c a l  P r o f i l e s  o f  " G o o d "  V e r s u s  " B a d "  C h e d d a r  C h e e s e
A s  p r e v i o u s l y  s h o w n  ( T a b l e  2 ) ,  t h e  h i g h e s t  m e a n  
f l a v o r  s c o r e  ( g o o d )  o v e r  a l l  d a y s  o f  s t o r a g e  w a s  o b s e r v e d  
i n  c o n t r o l  C h e d d a r  - c h e e s e .  I n  a d d i t i o n ,  t h e  l o w e s t  m e a n  
f l a v o r  s c o r e  ( b a d )  w a s  o b s e r v e d  i n  C h e d d a r  c h e e s e  m a d e  
f r o m  c o n t a m i n a t e d  r a w  m i l k  w i t h  p s y c h r o t r o p h s .  I n  o r d e r  
t o  e s t a b l i s h  p r o f i l e s  o f  " g o o d "  v e r s u s  " b a d "  C h e d d a r  
c h e e s e ,  m e a n  c h e m i c a l  p r o f i l e s  o n  t h e  d a y s  o f  s t o r a g e  
w e r e  c o m p a r e d  t o  n o t e  s i m i l a r i t i e s  a n d  d i f f e r e n c e s  i n  
c o m p o s i t i o n .  R e s u l t s  i n  T a b l e  23  r e v e a l e d  s i g n i f i c a n t l y  
( P  < . 0 0 1 )  h i g h e r  l e v e l s  o f  p r o t e o l y t i c  a c t i v i t y ,  
l a c t a t e ,  f o r m a t e ,  m o i s t u r e  a n d  p r o p a n o l  ( P  < . 0 5 )  i n  
" b a d "  C h e d d a r  c h e e s e .  I n  a d d i t i o n ,  t h e r e  w a s  s i g n i f i ­
c a n t l y  ( P  < . 0 0 1 )  l o w e r  a c e t a t e ,  p H ,  p r o p i o n a t e  a n d  2 -
2 00
p e n t a n o n e  ( n o n - s i g n i f i c a n t )  i n  " b a d * 1 C h e d d a r  c h e e s e  a s  
o p p o s e d  t o  " g o o d "  C h e d d a r  c h e e s e .
A l t h o u g h  t h e r e  w a s  n o  s i g n i f i c a n t  (P > . 0 5 )  d i f f e r ­
e n c e  i n  b u t y r i c  a c i d  c o n c e n t r a t i o n  ( T a b l e  2 6 )  b e t w e e n  t h e  
" g o o d "  ( c o n t r o l  c h e e s e )  a n d  t h e  " b a d "  ( p s y c h r o t r o p n i c  
t r e a t e d  c h e e s e )  c h e e s e ,  t h e  " b a d "  c h e e s e  r e v e a l e d  h i g h e r  
b u t y r i c  a c i d  v a l u e  t h a n  t h e  " g o o d "  c h e e s e .  D a t a  s h o w n  i n  
T a b l e  2 6  f o r  f r e e  f a t t y  a c i d s  o v e r  a l l  d a y s  o f  s t o r a g e  
i n d i c a t e d  s i g n i f i c a n t l y  ( P  < . 0 5 )  h i g h e r  l e v e l s  o f  
c a p r o i c ,  c a p r v l i c ,  c a p r i c ,  l a u r i c ,  m y r i s t i c ,  p a l m i t i c ,  
s t e a r i c  a n d  o l e i c  a c i d s  i n  " b a d "  C h e d d a r  c h e e s e .  I n  
a d d i t i o n ,  b y  1 8 0  d ,  s i g n i f i c a n t l y  ( P  < . 0 5 )  h i g h e r  l i n o -  
l e n i c  a c i d  c o n c e n t r a t i o n  w a s  n o t e d  i n  " b a d "  C h e d d a r  
c h e e s e  ( T a b l e  2 7 ) .
M i k o l a j c i k  ( 1 9 7 9 )  c o n c l u d e d  t h a t  t h e  b r e a k d o w n  
p r o d u c t s  f r o m  p s y c h r o t r o p h i c  b a c t e r i a l  l i p a s e s  a n d  p r o ­
t e a s e s  s t i m u l a t e  s t a r t e r  c u l t u r e  a c i d  p r o d u c t i o n ,  w h i c h  
i n . e x c e s s  p r o d u c e s  b o d y  a n d  f l a v o r  d e f e c t s .  O h r e n  a n d  
T u c k e y  ( 1 9 6 9 )  r e p o r t e d  t h a t  C h e d d a r  c h e e s e  w i t h  a n  
a c e t a t e  t o  f a t t y  a c i d  r a t i o  b e t w e e n  s p e c i f i e d  l i m i t s ,  
d e v e l o p e d  g o o d  f l a v o r  a f t e r  1 8 0  d r i p e n i n g .  O v e r ­
p r o d u c t i o n  o f  a c e t i c  a c i d  c a n  l e a d  t o  v i n e g a r - l i k e  o f f -  
f l a v o r s  ( L a w  a n d  C a s t a n o n ,  1 9 7 6 ) .  S c a r p e l l i n o  ( 1 9 6 1 )  
c o n c l u d e d  t h a t  2 - b u t a n o n e  c o n t r i b u t e s  t o  t h e  d e s i r a b l e  
f l a v o r  c o m p l e x  o f  C h e d d a r  c h e e s e  w h e r e a s  t h e  r e d u c t i o n  
p r o d u c t ,  2 - b u t a n o l ,  i s  a s s o c i a t e d  w i t h  o f f - f l a v o r
d e v e l o p m e n t .  M a r s i l i  ( 1 9 8 1 )  r e p o r t e d  t h a t  h i g h  l e v e l s  o f  
a l c o h o l  a n d  a c e t o n e  i m p a i r s  c h e e s e  q u a l i t y .  G e n e r a l l y  
f a t t y  a c i d s  h a v e  b e e n  a c k n o w l e d g e d  t o  c o n t r i b u t e  
c h e e s i n e s s  i n  C h e d d a r  c h e e s e  ( F o r s s ,  1 9 7 9 ) .  H o w e v e r ,  
t h e r e  a r e  c l a i m s  t h a t  f a t t y  a c i d s  a r e  i m p o r t a n t  b e c a u s e  
l o w  f a t  o r  f a t  f r e e  c h e e s e s  d i d  n o t  d e v e l o p  f l a v o r  ( O h r e n  
a n d  T u c k e y ,  1 9 6 9 ) .  Woo e t  a l .  ( 1 9 8 4 )  c o n c l u d e d  t h a t  s o m e  
a p p a r e n t l y  f i n e - f l a v o r e d  C h e d d a r  c h e e s e  h a s  l o w  c o n c e n ­
t r a t i o n s  o f  t h e  s h o r t  c h a i n  f r e e  f a t t y  a c i d s .  Wh e n  c o n ­
d i t i o n s  p e r m i t  d e v e l o p m e n t  o f  m o r e  FFA i n  C h e d d a r  c h e e s e ,  
o f f - f l a v o r s  a r e  r e a d i l y  a p p a r e n t  (Woo e t  a l . ,  1 9 8 4 ) .
RESULTS AND DI SCUSSI ON 
P a r t  I I
T h e  f i r s t  p a r t  o f  t h i s  r e s e a r c h  e x a m i n e d  t h e  e f f e c t  
o f  p s y c h r o t r o p h s  i n  r a w  m i l k  o n  C h e d d a r  c h e e s e  q u a l i t y .  
I t  w a s  c o n c l u d e d  t h a t  P .  f l u o r e s c e n s  P 2 7  a n d  P 1 0 3  d i d  
h a v e  a  d e t r i m e n t a l  e f f e c t  o n  C h e d d a r  c h e e s e  q u a l i t y .  
A l t h o u g h  t h e s e  b a c t e r i a  n o r m a l l y  a r e  d e s t r o y e d  b y  
p a s t e u r i z a t i o n ,  e n z y m e s  t h e y  p r o d u c e  a r e  t h e r m o s t a b l e .  
T h e s e  e n z y m e s  t h e n  c a u s e  d e t e r i o r a t i o n  o f  t h e  C h e d d a r  
c h e e s e  q u a l i t y .  A s  a  c o n s e q u e n c e  o f  t h i s  e a r l i e r  w o r k ,  
a n d  s i n c e  m o s t  o f  t h e  k e e p i n g  q u a l i t y  p r o b l e m s  o f  
p a s t e u r i z e d  m i l k  i n  t h e  U n i t e d  S t a t e s  i s  a  d i r e c t  r e s u l t  
o f  p o s t - p a s t e u r i z a t i o n  c o n t a m i n a t i o n  w i t h  P s e u d o m o n a s  a n d  
E n t e r o b a c t e r , t h e  s e c o n d  p a r t  o f  t h i s  r e s e a r c h  c o n c e n ­
t r a t e d  o n  t h e  e f f e c t  o f  p o s t - p a s t e u r i z a t i o n  c o n t a m i n a t i o n  
a n d  h i g h  m o i s t u r e  c u r d  o n  C h e d d a r  c h e e s e  q u a l i t y .
E f f e c t  o f  P s y c h r o t r o p h i c  a n d  C o l i f o r m  P o s t - P a s t e u r i z a t i o n  
C o n t a m i n a t i o n ,  a n d  H i g h  M o i s t u r e  C u r d  o n  t h e  F l a v o r ,  B o d y  
a n d  T e x t u r e  o f  C h e d d a r  C h e e s e
T h e  e f f e c t  o f  p s y c h r o t r o p h s  a n d  c o l i f o r m  p o s t ­
p a s t e u r i z a t i o n  c o n t a m i n a t i o n ,  h i g h  m o i s t u r e  a n d  l o w  
a c t i v i t y  s t a r t e r  o n  m e a n  f l a v o r  s c o r e s  a r e  s h o w n  ( T a b l e
3 4 ) .  T h e s e  r e s u l t s  i n d i c a t e d  c o n s i s t e n t l y  l o w e r  f l a v o r  
s c o r e s  i n  C h e d d a r  c h e e s e  w i t h  i n c r e a s i n g  i n i t i a l  
p s y c h r o t r o p h i c  i n o c u l a t i o n .  M e a n  s e p a r a t i o n  o f  t h e s e
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T a b l e  3 4 .  E f f e c t  o f  p s y c h r o t r o p h i c  a n d  c o l i f o r m - p o s t  
p a s t e u r i z a t i o n  c o n t a m i n a t i o n ,  h i g h  m o i s t u r e  
a n d  l o w  a c t i v i t y  s t a r t e r  o n  t h e  f l a v o r  o f  
C h e d d a r  c h e e s e .
M e a n
T r e a t m e n t  F l a v o r  S c o r e
1 .  C o n t r o l  C h e e s e  7 . 1 6 6 7  A*
2 .  P .  f l u o r e s c e n s  2 7 - 1 0 , 0 0 0 / m l  6 . 3 3 3 3  B
3 .  P .  f l u o r e s c e n s  2 7 - 1 0 0 , 0 0 0 / m l  6 . 2 0 0 0  B
4 .  C o l i f o r m  1 0 0 0 / m l  6 . 4 5 0 0  B
5 .  H i g h  M o i s t u r e  6 . 6 6 6 7  A
6 .  Low A c t i v i t y  6 . 0 0 0 0  B
* M e a n s  n o t  f o l l o w e d  b y  t h e  s a m e  l e t t e r  d i f f e r  s i g n i f i ­
c a n t l y  ( P < . 0 1 )  .
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d a t a  { T a b l e  3 4 )  r e v e a l e d  t h a t  f l a v o r  s c o r e s  o f  h i g h  
p s y c h r o t r o p h i c  i n o c u l a t i o n ,  c o l i f o r m  a n d  l o w  a c t i v i t y  
s t a r t e r  w e r e  s i g n i f i c a n t l y  ( P  < . 0 0 1 )  l o w e r  t h a n  t h e  
c o n t r o l  o v e r  a l l  d a y s  o f  s t o r a g e .  F r o m  t h e s e  r e s u l t s ,  i t  
w a s  c o n c l u d e d  t h a t  P.  f l u o r e s c e n s , E n t e r o b a c t e r  a e r o g e n e s  
a n d  l o w  a c t i v i t y  s t a r t e r  d i d  h a v e  a  d e t r i m e n t a l  e f f e c t  o n  
C h e d d a r  c h e e s e  f l a v o r .
T h e  p r e d o m i n a n t  f l a v o r  c r i t i c i s m s  i n  t h e  c h e e s e  m a d e  
f r o m  p s y c h r o t r o p h i c  a n d  c o l i f o r m  p o s t - p a s t e u r i z a t i o n  c o n ­
t a m i n a t e d  m i l k  w e r e  b i t t e r  a n d  u n c l e a n  a t  1 8 0  d  { T a b l e
3 5 )  w h i l e  h i g h  m o i s t u r e  c h e e s e  e x h i b i t e d  f e r m e n t e d  a n d  
w h e y  t a i n t  f l a v o r  i n  a d d i t i o n  t o  b i t t e r  a n d  u n c l e a n  
f l a v o r .  B y  1 8 0  d b i t t e r n e s s  w a s  d e t e c t e d  i n  4 0  a n d  55% 
o f  C h e d d a r  c h e e s e  i n o c u l a t e d  w i t h  p s y c h r o t r o p h s  a n d  
c o l i f o r m s ,  r e s p e c t i v e l y .  N o n e  ( 0 %)  o f  t h e  c o n t r o l
s a m p l e s  w e r e  c r i t i c i z e d  a s  b i t t e r  ( T a b l e  3 6 ) .  T h i s  i n d i ­
c a t e s  p r o b a b l e  p r o d u c t i o n  o f  b i t t e r  p e p t i d e s  b y  t h e  
p s y c h r o t r o p h i c  a n d  c o l i f o r m  b a c t e r i a .  By  1 8 0  d u n c l e a n  
f l a v o r  w a s  d e t e c t e d  i n  2 0 - 2 2 %  o f  C h e d d a r  c h e e s e
i n o c u l a t e d  w i t h  p s y c h r o t r o p h s  a n d  c o l i f o r m  w h i l e  f e r ­
m e n t e d  a n d  w h e y  t a i n t  w e r e  d e t e c t e d  i n  22% o f  h i g h  
m o i s t u r e  C h e d d a r  c h e e s e .  N o n e  ( 0 %)  o f  t h e  c o n t r o l
s a m p l e s  w e r e  c r i t i c i z e d  a s  b i t t e r ,  u n c l e a n ,  f e r m e n t e d  a n d  
w h e y  t a i n t  ( T a b l e  3 7 ) .
A s  s t a t e d  p r e v i o u s l y ,  t h e  p r e s e n c e  o f  p s y c h r o ­
t r o p h i c  l i p a s e ,  c a r r i e d  o v e r  f r o m  s t o r e d  r a w  m i l k  i n t o
2 0 5
T a b l e  3 5 .  M o s t  f r e q u e n t l y  n o t e d  f l a v o r  v s .  t i m e  f o r  c o n ­
t r o l  a n d  t r e a t e d  c h e e s e .
T r e a t m e n t
1 .  C o n t r o l
2 .  P s y c h r o t r o p h s
3 .  C o l i f o r m
4 .  H i g h  
M o i s t u r e
T i m e  ( d )
30 60
F l a t  F l a t  F l a t  
F l a t  F l a t  F l a t
F l a t  F l a t  F l a t  
F l a t  F l a t  A c i d
1 8 0
F l a t
B i t t e r ,  u n c l e a n  
a c i d ,  r a n c i d
B i t t e r ,  u n c l e a n
B i t t e r ,  u n c l e a n  
s u l f i d e  a c i d ,  f e r m e n t e d  
w h e y  t a i n t
T a b l e  3 6 .  F r e q u e n c y  d i s t r i b u t i o n  o f  f l a t ,  b i t t e r ,  u n c l e a n  a n d  
o f  c o n t r o l  a n d  p s y c h r o t r o p h  t r e a t e d  c h e e s e  a t  1 8 0  d
a c i d  f l a v o r  c r i t i c i s m s
F l a v o r  F r e q u e n c y  ( %) *
T r e a t m e n t  No. S a m p l e s F l a t B i t t e r U n c l e a n A c i d
1 .  C o n t r o l 3 3 ( 1 0 0 ) 0 0 0
2 .  P s y c h r o t r o p h 10 4 ( 2 6 . 6 6 ) 6 ( 4 0 ) 3 ( 2 0 ) 1 ( 6 . 6 6 )
3 .  C o l i f o r m 5 2 . ( 2 2 . 2 2 ) 5 ( 5 5 . 5 6 ) 2 ( 2 2 . 2 2 ) 0
4 .  H i q h  M o i s t u r e 5 0 2 ( 2 2 . 2 2 ) 1 ( 1 1 . 1 1 ) 2 ( 2 2 . 2 2 )
T a b l e  3 7 .  F r e q u e n c y  d i s t r i b u t i o n  o f  s u l f i d e ,  r a n c i d ,  f e r m e n t e d  a n d  w h e y  
c r i t i c i s m s  o f  c o n t r o l  a n d  p s y c h r o t r o p h  t r e a t e d  c h e e s e  a t  18 0 d
t a i n t  f l a v o r
F l a v o r  F r e q u e n c y  ( %) *
T r e a t m e n t  No. S a m p l e s S u l f i d e R a n c i d F e r m e n t e d T a i n t
1 .  C o n t r o l 3 0 0 0 0
2 .  P s y c h r o t r o p h 10 0 1 ( 6 . 6 6 ) 0 0
3 .  C o l i f o r m 5 0 0 0 0
4 .  H i q h  M o i s t u r e 5 0 0 2 ( 2 2 . 2 2 ) 2 ( 2 2 . 2 2 )
* P e r c e n t  v a l u e s  b a s e d  o n  t o t a l  
M o r e  t h a n  o n e  c r i t i c i s m  c o u l d
n u m b e r  o f  d e f e c t s  
b e  u s e d  f o r  e a c h
» a n d  n o t  t o t a l  
s a m p l e .
n u m b e r  o f s a m p l e s .
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c h e e s e ,  i s  a  w e l l - e s t a b l i s h e d  s o u r c e  o f  o f f - f l a v o r s  a n d  
h a s  n e v e r  b e e n  c i t e d  a s  a  s o u r c e  o f  c h e e s e  i m p r o v e m e n t  
( L a w ,  S h a r p  a n d  C h a p m a n ,  1 9 7 6 ;  C o u s i n  a n d  M a r t h ,  1 9 7 7 ;  
C o g a n ,  1 9 7 7 ) .
T h e  i n c i d e n c e  o f  l i p o l y t i c  a c t i v i t y  a m o n g  t h e  P .  
f l u o r e s c e n s  P 2 7  w a s  f o u n d  t o  h a v e  s i g n i f i c a n t l y  ( a t  l e a s t  
P < . 0 5 )  h i g h e r  c o n c e n t r a t i o n s  o f  b o t h  s h o r t  a n d  l o n g  
c h a i n  f r e e  f a t t y  a c i d s  t h a n  t h e  c o n t r o l  c h e e s e  ( F i g u r e s  
6 7  a n d  6 6 ) .  C o l i f o r m  p o s t - p a s t e u r i z a t i o n  a n d  h i g h  
m o i s t u r e  C h e d d a r  c h e e s e  e x h i b i t e d  s i g n i f i c a n t l y  (P < . 0 5 )  
h i g h e r  c o n c e n t r a t i o n  o f  l i n o l e n i c  ( C 1 8 : 3 )  t h a n  t h e  
c o n t r o l  c h e e s e  ( F i g u r e s  7 2  a n d  7 3 )  a t  3 0  a n d  1 8 0  d ,  
r e s p e c t i v e l y .
A n  a l t e r n a t i v e  a n d  p o s s i b l y  m o r e  r e a l i s t i c  
e x p l a n a t i o n  f o r  t h e  o f f - f l a v o r  a n d  l o w e r  f l a v o r  s c o r e s  i n  
c h e e s e s  t r e a t e d  w i t h  p s y c h r o t r o p h s ,  c o l i f o r m  a n d  a l s o  i n  
h i g h  m o i s t u r e  c u r d  i s  t h e  s i g n i f i c a n t l y  ( P  < . 0 0 1 }  h i g h e r  
p r o t e o l y t i c  a c t i v i t y  t h a n  t h e  c o n t r o l  c h e e s e  ( T a b l e  44  
a n d  F i g u r e  5 7 ) .  T h e s e  r e s u l t s  s u p p o r t e d  d a t a  f r o m  
p r e v i o u s  i n v e s t i g a t o r s  ( G a l l m a n  e t  a l . ,  1 9 8 2 )  w h o  
c o n c l u d e d  t h a t  t h e  c o n t a m i n a t i n g  f l o r a  o f  c h e e s e  ( E .  c o l i  
a n d  P .  f l u o r e s c e n s ) s i g n i f i c a n t l y  i n f l u e n c e  t h e  c h e e s e  
r i p e n i n g ,  e s p e c i a l l y  t h e  p r o t e o l y s i s .  O f  m a i n  c o n c e r n  i s  
t h e  d e g r a d a t i o n  o f  B - c a s e i n .  C o g a n  ( 1 9 8 0 )  r e v i e w e d  
s e v e r a l  s t u d i e s  t h a t  d i s c u s s e d  t h e  d e t e r i o r a t i v e  e f f e c t  
o f  h e a t - r e s i s t a n t  p s y c h r o t r o p h i c  l i p a s e s  a n d  p r o t e a s e s  o n  
C h e d d a r  c h e e s e  q u a l i t y .
2 0 8
M e a n  b o d y / t e x t u r e  s c o r e s  f o r  t h e  c o n t r o l  a n d  t r e a t e d  
c h e e s e s  ( T a b l e  3 8 )  r e v e a l e d  t h a t  c h e e s e  m a d e  f r o m  
p s y c h r o t r o p h i c ;  c o l i f o r m  p o s t - p a s t e u r i z a t i o n  c o n t a m i n a ­
t i o n ,  h i g h  m o i s t u r e  a n d  l o w  a c t i v i t y  s t a r t e r  h a d  s i g n i ­
f i c a n t l y  ( P  < . 0 0 1 )  l o w e r  b o d y  s c o r e  t h a n  t h e  c o n t r o l .  
R e s u l t s  s h o w n  i n  T a b l e  5 7  i n d i c a t e  t h a t  P .  f l u o r e s c e n s  
P 2 7 ,  c o l i f o r m  a n d  h i g h  m o i s t u r e  c h e e s e  h a d  s i g n i f i c a n t l y  
( P  < . 0 0 1 )  h i g h e r  p r o t e o l y t i c  a c t i v i t y  t h a n  t h e  c o n t r o l  
w h i l e  F i g u r e s  67  a n d  6 8  s h o w  t h a t  c h e e s e  t r e a t e d  w i t h  P.  
f l u o r e s c e n s  P 2 7  h a d  s i g n i f i c a n t l y  (P < . 0 5 )  h i g h e r  s h o r t  
a n d  l o n g  c h a i n  f a t t y  a c i d s  t h a n  t h e  c o n t r o l .  A l s o ,  
F i g u r e s  7 2  a n d  7 3  s h o w  b o t h  c o l i f o r m  t r e a t e d  a n d  h i g h  
m o i s t u r e  c h e e s e  h a d  s i g n i f i c a n t l y  ( P  < . 0 5 )  h i g h e r
l i n o l e n i c  a c i d  ( C l 8 : 3 )  t h a n  t h e  c o n t r o l .
T h e  p r e d o m i n a n t  b o d y / t e x t u r e  c r i t i c i s m s  n o t e d  a t  1 8 0  
d  i n  h i g h  m o i s t u r e  c h e e s e  w e r e  " w e a k "  a n d  " p a s t y . "  T h e  
c r i t i c i s m s  " o p e n "  a n d  " g a s s y "  w e r e  n o t e d  i n  t h e  c h e e s e  
m a d e  f r o m  c o l i f o r m  c o n t a m i n a t e d  p a s t e u r i z e d  m i l k .  A t  60  
d ,  " o p e n "  a n d  " w e a k "  c r i t i c i s m s  w e r e  n o t e d  i n  c h e e s e  
t r e a t e d  w i t h  P .  f l u o r e s c e n s  P 2 7  ( T a b l e s  3 9  a n d  4 0 ) .
A s  s t a t e d ,  a l l  c h e e s e s  m a d e  w i t h  p s y c h r o t r o p h i c  
c o n t a m i n a t e d  r a w  m i l k  r e s u l t e d  i n  c h e e s e  w i t h  
s i g n i f i c a n t l y  (P < . 0 0 1 )  h i g h e r  m o i s t u r e  c o n t e n t  t h a n  t h e  
c o n t r o l  ( T a b l e  1 6 ) .  T h i s  r e s u l t  s u p p o r t e d  d a t a  b y  Ya n  e t  
a l .  ( 1 9 8 3 )  w h o  r e p o r t e d  t h a t  m o i s t u r e  c o n t e n t  i n c r e a s e d  
f o r  c h e e s e  m a d e  f r o m  r a w  m i l k  h e l d  u n d e r  p r o l o n g e d
2 0 9
T a b l e  3 8 .  E f f e c t  o f  p s y c h r o t r o p h i c  a n d  c o l i f o r m -  
p o s t - p a s t e u r i z a t i o n  c o n t a m i n a t i o n ,  h i g h  
m o i s t u r e  a n d  l o w  a c t i v i t y  s t a r t e r  o n  
t h e  b o d y / t e x t u r e  o f  C h e d d a r  c h e e s e .
T r e a t m e n t
M e a n
B o d y / T e x t u r e
S c o r e
1 .  C o n t r o l 4 . 0 0 0  A*
2 .  P .  f l u o r e s c e n s  2 7 - 1 0 , 0 0 0 / m l 3 . 5 8 3 3  B
3 .  P .  f l u o r e s c e n s  2 7 - 1 0 0 , 0 0 0 / m l 3 . 6 5 0 0  B
4 .  C o l i f o r m 3 . 0 5 0 0  C
5 .  H i g h  M o i s t u r e 3 . 1 6 6 7  C
6 .  Low A c t i v i t y 3 . 5 6 2 5  B
* M e a n s  n o t  f o l l o w e d  b y  t h e  s a m e  l e t t e r  d i f f e r  s i g n i f i ­
c a n t l y  ( P < . 0 0 1  ) .
T a b l e  3 9 .  M o s t  f r e q u e n t l y  n o t e d  b o d y / t e x t u r e  c r i t i c i s m  
v s .  t i m e  f o r  c o n t r o l  a n d  t r e a t e d  c h e e s e .
1 8 0
O p e n
O p e n
O p e n
G a s s y
O p e n
We ak
P a s t y
T i m e  ( d )
T r e a t m e n t 5 30 6 0
1 .  C o n t r o l O p e n
C u r d y
O p e n
C u r d y
O p e n
2 .  P s y c h r o t r o p h O p e n
C u r d y
O p e n
C u r d y
O p e n
We a k
3 .  C o l i f o r m O p e n
C u r d y
G a s s y
O p e n
C r u m b l y
G a s s y
O p e n
G a s s y
4 .  H i g h
M o i s t u r e
O p e n
C u r d y
Weak
O p e n
We a k
O p e n
W e a k
T a b l e  4 0 .  F r e q u e n c y  d i s t r i b u t i o n  o f  b o d y  c r i t i c i s m s  o f  c o n t r o l  a n d  t r e a t e d  c h e e s e  a t  
l O O d .
Body_ F r e q u e n c y  ( %_) *
T r e a t m e n t
Mo. 
S a m p l e s Weak ___ O p e n _____ ___ C u r d y _____ C r u m b l y __ G a s s y P a s t y
C o n t r o l 3 0 1 ( 1 0 0 ) 0 0 0 0
P s y c h r o t r o p h 10 0 9 ( 9 0 ) 0 0 1 ( 1 0 ) 0
C o l  i f o r m 5 0 5 ( 5 0 ) 0 0 5 ( 5 0 ) 0
H i q h  M o i s t u r e 5 5 ( 5 0 ) 4 ( 4 0 ) 0 0 0 1 ( 1 0 )
* P e r c e n t  v a l u e s  b a s e d  o n  t o t a l  n u m b e r  o f  d e f e c t s  a n d  n o t  t o t a l  n u m b e r  o f  s a m p l e s .  
M o r e  t h a n  o n e  c r i t i c i s m  c o u l d  b e  u s e d  f o r  e a c h  s a m p l e .
T a b l e  4 1 .  M i c r o b i o l o g i c a l  p r o f i l e  o f  C h e d d a r  c h e e s e  a t  d i f f e r e n t  a g i n g  t i m e s .
__________________________________________   Me a n_J  o g ________ ________________ ________________
Da_y_s________ SPC_________________S t r e p t o c o c c i __________C o l i f o r m __________CVT__________  L a c t o b a c i l l i
0 8 . 2 5 9 7  A 7 . 4 9 1 8 A 2 . 4 7 1 0 A 2 . 4 9 2 7  A 8 . 3 8 9 7  A
5 7 . 7 9 0 7  B 6 . 5 4 2 6 B 2 . 7 5 7 6 A 2 . 2 6 7 0  A 7 . 9 1 1 2  B
30 7 . 8 0 2 9  B 5 . 7 9 3 3 C ' 2 . 2 6 6 1 R 2 . 2 1 1 0  A 7 . 8 5 4 8  B
6 0 7 . 5 3 1 5  B 5 . 6 0 9 9 C 2 . 2 2 1 4 B 1 . 8 4 7 1  B 7 . 4 1 6 3  C
1 8 0 6 . 5 1 9 6  C 4 . 4 2 9 9 D 1 . 0 1 9 3 C 1 . 1 1 8 6  C 6 . 3 2 4 2  D
* M e a n s i n  a  c o l u m n n o t  f o l l o w e d b y  t h e s a m e  l e t t e r d i f f e r s i g n i f i c a n t l y ( P  < . 0 0 1 ) .
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F i g u r e  5 0 .
T
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T
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60 1 60
S t o r a g e  t i m e  ( D a y s )
M i c r o b i o l o g i c a l  p r o f i l e  o f  C h e d d a r  
c h e e s e  a t  d i f f e r e n t  a g i n g  t i m e s .
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— f»e:
, S t o r a g e  t i m e  ( D a y s )
F i g u r e  5 1 . T o t a l  b a c t e r i a l  c o u n t  ( S P C )  o f  c o n t r o l  
v s .  t r e a t e d  C h e d d a r  c h e e s e  a t  d i f f e r ­
e n t  a g i n g  t i m e s .
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- X - X - X ‘ CONTROL
H IG H  M O IST U R E  
COLIFORM
t-M PSYCHROTROPH S  
i- i. LOU B A C T E R IA L  
A C T IV IT Y
S t o r a g e  t i m e  ( D a y s )
F i g u r e  5 2 .  S t r e p t o c o c c a l  p o p u l a t i o n  o f  c o n t r o l
v s .  t r e a t e d  C h e d d a r  c h e e s e  a t  d i f f e r ­
e n t  a g i n g  t i m e s .
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F i g u r e  5 A .  Psychrotrophic counts of control v s ,  
treated C h e d d a r  cheese at different 
aging times.
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S t o r a g e  t i m e  ( D a y s )
i a o
F i g u r e  5 5 .  C o l i f o r m  c o u n t s  o f  c o n t r o l  v s .  t r e a t e d
C h e d d a r  c h e e s e  a t  d i f f e r e n t  a g i n g  t i m e s .
2 1 9
b u l k  s t a r t e r  w i t h  l o w  b a c t e r i a l  a c t i v i t y  e x h i b i t e d  s i g n i ­
f i c a n t l y  ( P  < . 0 0 1 )  l o w e r  t o t a l  b a c t e r i a l  c o u n t  t h a n  t h e  
c o n t r o l  a n d  o t h e r  t r e a t e d  c h e e s e s  ( F i g u r e  5 1 ) .
E f f e c t  o f  P s y c h r o t r o p h i c ;  C o l i f o r m  P o s t - P a s t e u r i 2 a t i o n  
C o n t a m i n a t i o n  a n d  H i g h  M o i s t u r e  o n  C h e d d a r  C h e e s e  Y i e l d
R e s u l t s  s h o w n  i n  T a b l e  42  i n d i c a t e  t h e  a c t u a l  c h e e s e  
y i e l d  o f  h i g h  m o i s t u r e  c h e e s e  w a s  s i g n i f i c a n t l y  
( P  < . 0 0 1 )  h i g h e r  t h a n  t h e  c o n t r o l  a n d  o t h e r  t r e a t e d  
c h e e s e s .  No  s i g n i f i c a n t  d i f f e r e n c e s  w e r e  n o t e d  i n  t h e  
c h e e s e  y i e l d  b e t w e e n  c h e e s e s  m a d e  f r o m  p s y c h r o t r o p h i c  a n d  
c o l i f o r m  p o s t - p a s t e u r i z a t i o n  c o n t a m i n a t e d  m i l k  a n d  t h e  
c o n t r o l  c h e e s e .  T h e  m o r e  r e a l i s t i c  e x p l a n a t i o n  f o r  t h i s  
s i t u a t i o n  i s  t h a t  t h e  p r o t e a s e  a n d  l i p a s e  l e v e l s  
e l a b o r a t e d  b y  p s y c h r o t r o p h i c  a n d  c o l i f o r m  b a c t e r i a  t h a t  
w e r e  a d d e d  d i r e c t l y  t o  t h e  v a t  w e r e  n o t  h i g h  e n o u g h  t o  
c a u s e  e x c e s s i v e  p r o t e o l y s i s  a n d / o r  l i p o l y s i s  r e s p e c ­
t i v e l y .  T h i s  e x p l a n a t i o n  i s  s u p p o r t e d  b y  N e l s o n  a n d  
M a r s h a l l  (1  9 7 7 )  w h o  r e p o r t e d  38% l e s s  c u r d  w a s  o b t a i n e d  
i n  t h e  p r e s e n c e  o f  1 0 ^ / m l  o f  E n t e r o b a c t e r  s p p . ;  a l s o ,  
y i e l d s  d e c r e a s e d  w i t h  a n  i n i t i a l  c o u n t  o f  t h i s  b a c t e r i u m  
o f  2 x  1 0 ^ / m l  a n d  s t o r a g e  o f  5 ° C  f o r  4 8  h .
E f f e c t  o f  A g i n g ,  P s y c h r o t r o p h i c  a n d  C o l i f o r m  P o s t -  
P a s t e u r i z a t i o n  C o n t a m i n a t i o n ,  H i g h  M o i s t u r e  a n d  Low 
A c t i v i t y  S t a r t e r  o n  t h e  P r o t e o l y t i c  A c t i v i t y  o f  C h e d d a r  
C h e e s e
U p o n  s t a t i s t i c a l  e x a m i n a t i o n  o f  t y r o s i n e  c o n t e n t ,  
t h e  ANOV t e c h n i q u e  r e v e a l e d  s i g n i f i c a n t  ( P  < . 0 0 1 )
T a b l e  4 2 ,  E f f e c t  o f  p s y c h r o t r o p h i c  a n d  c o l i f o r m - p o s t  p a s t e u r i z a t i o n  c o n t a m i n a t i o n ,  
h i g h  m o i s t u r e  a n d  l o w  a c t i v i t y  s t a r t e r  o n  t h e  y i e l d  o f  c h e e s e .
Mean
T r e a t m e n t
1 .  C o n t r o l  C h e e s e
2 .  P .  f l u o r e s c e n s  2 7 - 1 0 , 0 0 0 / m l
3 .  P .  f l u o r e s c e n s  2 7 - 1 0 0 , 0 0 0 / m l
4 .  C o l i f o r m  1 0 0 0 / m l
5 .  H i g h  M o i s t u r e
Y i e l d - W e i g h t  
l b .  
1 0 . 2 6 0  A1 
1 0 . 2 2 8  A
1 0 . 1 9 2  A
1 0 . 1 9 2  A 
1 1 . 2 8 8  B
T h e o r e t i c a l  
Y i e l d ___
l b .
1 0 . 6 2 7  A2
1 0 . 9 7 0  A
1 1 . 1 5 0  A
1 1 . 0 7 4  A
1 1 . 6 9 6  B
^ M e a n s  n o t  f o l l o w e d  b y  t h e  s a m e  l e t t e r  d i f f e r  s i g n i f i c a n t l y  {P < . 0 0 1 )
' M e a n s  n o t  f o l l o w e d  b y  t h e  s a m e  l e t t e r  d i f f e r  s i g n i f i c a n t l y  ( P  < . 0 1 ) .
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i n c r e a s e s  i n  t y r o s i n e  c o n t e n t  b e t w e e n  0 a n d  1 8 0  d  a s  
s h o w n  i n  T a b l e  4 3  a n d  i n  F i g u r e s  5 6  a n d  5 7 .  T h i s  
a c c o u n t e d  f o r  s o m e  i n c r e a s e s  i n  p r o t e o l y t i c  a c t i v i t y  w i t h  
a g i n g .  T h e  e f f e c t  o f  p s y c h r o t r o p h s ,  c o l i f o r m s  a n d  h i g h  
m o i s t u r e  o n  p r o t e o l y s i s  a s  m e a s u r e d  b y  t h e  H u l l  T e s t  i s  
d e m o n s t r a t e d  i n  T a b l e  4 4  a n d  i n  F i g u r e  5 7 ,  t h a t  t h e  
c o n t r o l  c h e e s e  a n d  c h e e s e  m a d e  f r o m  b u l k  s t a r t e r  w i t h  l o w  
b a c t e r i a l  a c t i v i t y  h a d  s i g n i f i c a n t l y  ( P  < . 0 0 1 )  l e s s  
p r o t e o l y s i s  o v e r  a l l  d a y s  o f  s t o r a g e  t h a n  c h e e s e s  t r e a t e d  
w i t h  p s y c h r o t r o p h s  a n d  c o l i f o r m  b a c t e r i a .
A s  s t a t e d  p r e v i o u s l y  ( T a b l e  1 4 ) ,  t h e  i n c r e a s e  i n  
t y r o s i n e  e q u i v a l e n t  w a s  a l w a y s  a s s o c i a t e d  w i t h  a n  
i n c r e a s e  i n  t h e  p s y c h r o t r o p h i c  c o u n t  ( Y a n ' e t  a l . ,  1 9 8 3 ) .  
T h i s  o b s e r v a t i o n  s u p p o r t e d  d a t a  b y  G a l l m a n  e t  a l .  ( 1 9 8 2 )  
w h o  c o n c l u d e d  t h a t  t h e  c o n t a m i n a t i n g  f l o r a  o f  c h e e s e  (E.  
c o l i  a n d  P.  f l u o r e s c e n s ) ,  w h i c h  d u r i n g  p r o c e s s i n g  o f  r a w  
m i l k  a r e  n o r m a l l y  c h a r a c t e r i z e d  b y  t h e  r a w  m i l k  f l o r a  o f  
t h e  c h e e s e  m i l k ,  s i g n i f i c a n t l y  i n f l u e n c e d  t h e  c h e e s e  
r i p e n i n g ,  e s p e c i a l l y  t h e  p r o t e o l y s i s .  M a i n l y  c o n c e r n e d  
i s  t h e  d e g r a d a t i o n  o f  £ - c a s e i n .  A n o t h e r  a l t e r n a t i v e  a n d  
m o r e  r e a l i s t i c  e x p l a n a t i o n  f o r  h i g h  p r o t e o l y t i c  a c t i v i t y  
i n  h i g h  m o i s t u r e  c h e e s e ,  i s  t h a t  t h e  m o r e  m o i s t u r e  i n  
c h e e s e ,  t h e  m o r e  m i c r o b i a l  ( F i g u r e  5 1 )  a c t i v i t y ,  
e n z y m a t i c  a c t i v i t y  ( T a b l e  4 4 )  a n d  m o r e  a c i d i t y  ( T a b l e  
5 2 )  .
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T a b l e  4 3 .  E f f e c t  o f  a g i n g  o n  t h e  p r o t e o ­
l y t i c  a c t i v i t y  o f  C h e d d a r  
c h e e s e .
M e a n
D a y s T y r o s i n e  C o n t e n t
------y u g / S m l -------------
0 5 2 . 8 2  A*
5 7 0 . 4 1  A
30 1 3 0 . 8 1  B
60 1 9 6 . 2 1  C
1 8 0 3 3 2 . 3 4  D
* M e a n s  n o t  f o l l o w e d  b y  t h e  s a m e  l e t t e r  
d i f f e r  s i g n i f i c a n t l y  {P < . 0 0 1 ) .
T a b l e  4 4 .  E f f e c t  o f  p s y c h r t r o p h  a n d  c o l i f o r m  p o s t ­
p a s t e u r i z a t i o n  c o n t a m i n a t i o n ,  h i g h  m o i s t u r e  
a n d  l o w  a c t i v i t y  s t a r t e r  o n  t h e  p r o t e o l y t i c  
a c t i v i t y  o f  C h e d d a r  c h e e s e .
T r e a t m e n t
1 .  C o n t r o l  C h e e s e
2 .  P .  f l u o r e s c e n s  2 7 - 1 0 , 0 0 0 / m l
3 .  P .  f l u o r e s c e n s  2 7 - 1 0 0 , 0 0 0 / m l
4 .  C o l i f o r m  1 0 0 0 / m l
5 .  H i g h  M o i s t u r e
6 . Low A c t i v i t y  S t a r t e r
M e a n  
T y r o s i n e  C o n t e n t
- - ^ u g / 5 m l —  
1 3 5 . 1 4  A*
1 6 7 . 0 5  B 
1 5 4 . 9 6  B 
1 5 9 . 9 9  B 
2 1 9 . 4 7  C
1 1 5 . 0 5  A
* M e a n s  n o t  f o l l o w e d  b y  t h e  s a m e  l e t t e r  d i f f e r  s i g n i f i ­
c a n t l y  ( P  < . 0 0 1  ) .
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Figure 56. Effect of aging on the proteolytic 
activity of Cheddar cheese.
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S t o r a g e  t i m e  ( D a y s )
F i g u r e  57. P r o t e o l y t i c  a c t i v i t y  o f  c o n t r o l  v s .  
t r e a t e d  C h e d d a r  c h e e s e  a t  d i f f e r e n t  
a g i n g  t i m e s .
2 2 5
E f f e c t  o f  A g i n g  o n  p H ,  M o i s t u r e  a n d  S a l t  o f  C h e d d a r  
C h e e s e
A s i g n i f i c a n t  ( P  < . 0 0 1 )  i n c r e a s e  i n  pH v a l u e  w a s  
o b s e r v e d  b e t w e e n  0 a n d  1 8 0  d a s  s h o w n  i n  T a b l e  4 5 .  T h i s  
i n c r e a s e  i n  pH c o u l d  b e  r e l a t e d  t o  a n  i n c r e a s e  i n  b u f f e r ­
i n g  c a p a c i t y  t h a t  r e s u l t e d  f r o m  i n c r e a s e s  i n  p r o t e o l y t i c  
a c t i v i t y  i n  C h e d d a r  c h e e s e  w i t h  a g i n g  a t  7 ° C  ( T a b l e  4 3 ) .
A s  e x p e c t e d ,  d a t a  r e v e a l e d  i n  T a b l e  47  d e m o n s t r a t e  a  
s i g n i f i c a n t  ( P  < . 0 0 1 )  d r o p  i n  m o i s t u r e  c o n t e n t  o f  
C h e d d a r  c h e e s e  b e t w e e n  0 a n d  1 8 0  d .  T h i s  r e s u l t  w a s  
s u p p o r t e d  b y  B a r r a q u i o  e t  a l .  ( 1 9 8 2 )  w h o  d e m o n s t r a t e d  
t h a t  m o i s t u r e  c o n t e n t  o f  C h e d d a r  c h e e s e  w a s  s i g n i f i c a n t l y  
a f f e c t e d  b y  r i p e n i n g  p e r i o d .  M o i s t u r e  c o n t e n t  d e c r e a s e d  
w h i l e  s a l t  c o n t e n t  i n c r e a s e d  ( T a b l e  4 6 )  s i g n i f i c a n t l y  
( P  < . 0 0 1 )  b e t w e e n  0 a n d  1 8 0  d .  A s  s t a t e d ,  a  d e c r e a s e  i n  
m o i s t u r e  c o n t e n t  w a s  n o t e d  a s  t h e  c h e e s e  r i p e n e d  ( T a b l e  
1 5 )  a n d  t h i s  c o u l d  b e  a t t r i b u t e d  t o  l o s s  o f  m o i s t u r e  a n d  
t h e  p e r m e a t i o n  o f  s a l t  f r o m  t h e  r i n d  t o  t h e  i n n e r  p o r t i o n  
o f  t h e  c h e e s e  a s  i t  r i p e n s  ( G o m e s ,  1 3 7 7 ) .
E f f e c t  o f  A g i n g  a n d  P s y c h r o t r o p h i c  a n d  C o l i f o r m  P o s t -  
P a s t e u r i z a t i o n  C o n t a m i n a t i o n ,  H i g h  M o i s t u r e  a n d  L o w 
A c t i v i t y  S t a r t e r  o n  Or g a n i c  A c i d  C o n t e n t  a n d  F l a v o r  
o f  C h e d d a r  C h e e s e
R e s u l t s  o f  HPLC a n a l y s i s  s h o w n  i n  T a b l e s  4 8 ,  49 a n d
5 0  a n d  g r a p h i c a l l y  i n  F i g u r e s  58  a n d  59  i n d i c a t e d  s i g n i ­
f i c a n t  ( P  < . 0 0 1 )  i n c r e a s e s  o f  c i t r i c ,  p y r u v i c ,  l a c t i c ,  
f o r m i c ,  a c e t i c  a n d  p r o p i o n i c  a c i d s  w i t h  a g i n g  o f  t h e
T a b l e  4 5 .  E f f e c t  o f  a g i n g  o n  pH o f
C h e d d a r  c h e e s e .
D a y s M e a n  pH
0 5 . 1 1 4 8  A*
5 5 . 1 4 3 9  A
30 5 . 1 3 1 3  B
60 5 . 1 5 4 3  C
1 8 0 5 . 1 7 0 9  C
* M e a n s  n o t  f o l l o w e d  b y  t h e  s a m e  
l e t t e r  d i f f e r  s i g n i f i c a n t l y  
( P  < . 0 0 1 ) .
T a b l e  4 6 . E f f e c t  o f  a g i n g  o n  s a l t  
c o n t e n t  o f  C h e d d a r  c h e e s e
M e a n
D a y s S a l t  C o n t e n t
0 2 . 8 8 0 9 A*
5 2 . 9 1 1 7 B
30 2 . 9 3 0 0 B
60 2 . 9 5 2 2 B
1 8 0 3 . 0 2 7 4 C
* M e a n s  n o t  f o l l o w e d  b y  t h e  s a m e  
l e t t e r  d i f f e r  s i g n i f i c a n t l y  
( P  < . 0 0 1 ) .
T a b l e  4 7 .  E f f e c t  o f  a g i n g  o n  m o i s t u r e
c o n t e n t  o f  C h e d d a r  c h e e s e .
M e a n
D a y s  M o i s t u r e  C o n t e n t
0 3 8 . 4 5 A*
5 3 8 . 3 6 8 A
30 3 8 . 3 0 A
60 3 8 . 0 9 1 B
1 8 0 3 7 . 7 5 i
* M e a n s  n o t  f o l l o w e d  b y  t h e  s a m e  l e t t e r  
d i f f e r  s i g n i f i c a n t l y  ( P  < . 0 0 1 ) .
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c h e e s e .  T h e s e  r e s u l t s  s u p p o r t e d  d a t a  b y  I r w i n  e t  a l .  
( 1 9 8 4 )  w h o  c o n c l u d e d  t h a t  C h e d d a r  c h e e s e  r i p e n i n g  s h o w e d  
a  d r a m a t i c  d e c r e a s e  i n  l a c t o s e  d u r i n g  p r e s s i n g  w i t h  
s u b s e q u e n t  i n c r e a s e s  i n  l a c t i c  a n d  c i t r i c  a c i d s .  F u r t h e r  
r i p e n i n g  y i e l d e d  s l i g h t  i n c r e a s e s  i n  o t h e r  a c i d s  
( p y r u v i c ,  a c e t i c ,  p r o p i o n i c  a n d  b u t y r i c  a c i d s ) .
R e s u l t s  i n  T a b l e  5 1  r e v e a l e d  a  s i g n i f i c a n t l y  
( P  < . 0 0 1 ) l o w e r  l e v e l  o f  c i t r i c  a c i d  v a l u e  i n  c o n t r o l  
c h e e s e  t h a n  a l l  o t h e r  t r e a t e d  c h e e s e s .  C h e e s e  m a d e  f r o m  
c o l i f o r m  c o n t a m i n a t e d  m i l k  a n d  b u l k  s t a r t e r  w i t h  l o w  
b a c t e r i a l  a c t i v i t y  h a d  s i g n i f i c a n t l y  ( P  < . 0 0 1 )  l o w e r  
p y r u v a t e  v a l u e s  t h a n  t h e  c o n t r o l  a n d  o t h e r  t r e a t e d  
c h e e s e s .  B o t h  c h e e s e s  m a d e  f r o m  p s y c h r o t r o p h i c  p o s t ­
p a s t e u r i z a t i o n  c o n t a m i n a t e d  m i l k  a n d  h i g h  m o i s t u r e  c u r d  
r e v e a l e d  s i g n i f i c a n t l y  ( P  < . 0 0 1 )  h i g h e r  l a c t i c  a c i d  
c o n t e n t  t h a n  t h e  c o n t r o l  a n d  o t h e r  t r e a t e d  c h e e s e s  ( T a b l e  
5 2 ) .  T h i s  o b s e r v a t i o n  w a s  s u p p o r t e d  b y  M i k o l a j c i k  ( 1 9 7 9 )  
w h o  c o n c l u d e d  t h a t  t h e  b r e a k d o w n  p r o d u c t s  p r o d u c e d  b y  
l i p a s e s  a n d  p r o t e a s e s  e l a b o r a t e d  b y  p s y c h r o t r o p h i c  
b a c t e r i a ,  s t i m u l a t e  s t a r t e r  c u l t u r e  a c i d  p r o d u c t i o n  
w h i c h ,  i n  e x c e s s ,  p r o d u c e s  b o d y / t e x t u r e  a n d  f l a v o r  
d e f e c t .  H i g h  m o i s t u r e  c h e e s e  ( T a b l e  5 2 )  h a d  s i g n i f i ­
c a n t l y  ( P  < . 0 0 1 )  m o r e  f o r m i c  a c i d  t h a n  t h e  c o n t r o l  a n d  
o t h e r  t r e a t e d  c h e e s e s .  R e s u l t s  s h o w n  i n  T a b l e  5 3  
r e v e a l e d  t h a t  c o n t r o l  c h e e s e  h a d  s i g n i f i c a n t l y  ( P  < . 0 0 1 )  
h i g h e r  a c e t i c  a c i d  v a l u e  t h a n  a l l  o t h e r  t r e a t e d  c h e e s e s .  
T h i s  o b s e r v a t i o n  s u p p o r t e d  d a t a  b y  O h r e n  a n d  T u c k e y
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T a b l e  4 8 .  E f f e c t  o f  a g i n g  o n  t h e  c i t r i c  a n d  p y r u v i c  
a c i d  c o n t e n t  o f  C h e d d a r  c h e e s e .
Me a n  ppm
D a y s C i t r i c P y r u v i c
0 1 5 4 3 A1 3 3 - 6 6  A2
5 ■1551 A 3 1 . 1 5  A
30 1 6 7 6 B 4 3 . 5 9  B
60 1 6 5 9 B 4 9 . 8 3  B
1 8 0 1 6 8 8 B 6 6 . 8 4  C
■*-Means n o t  
f i c a n t l y
M e a n s  n o t  
f i c a n t l y
f o l l o w e d  b y  t h e  
( P  < . 0 1 ) .
f o l l o w e d  b y  t h e  
( P  < . 0 0 1  ) .
s a m e
s a m e
l e t t e r  d i f f e r  s i g n i -  
l e t t e r  d i f f e r  s i g n i -
T a b l e  4 9 . E f f e c t  o f  a g i n g  o n  t h e  l a c t i c  
c o n t e n t  o f  C h e d d a r  c h e e s e .
a n d  f o r m i c  a c i d
M e a n  pom
D a y s L a c t i c F o r m i c
0 6 9 0 9 . 6 A2 1 7 5 . 8 5 A2
5 7 5 8 4 . 9 A 1 8 8 . 9 7 A
30 8 2 4 0 . 8 B 2 2 3 . 2 6 B
60 8 4 7 7 . 8 B 2 3 9 . 6 8 B
1 8 0 8 7 8 4 . 4 B 2 8 7 . 0 7 C
9
M e a n s  n o t  f o l l o w e d  b y  t h e  s a m e  l e t t e r  d i f f e r  s i g n i ­
f i c a n t l y  (P < . 0 0 1 ) .
2 3 0
T a b l e  5 0 .  E f f e c t  o f  a g i n g  o n  t h e  a c e t i c  a n d  p r o p i o n i c  
a c i d  c o n t e n t  o f  C h e d d a r  c h e e s e .
Mean ppm
D a y s A c e t i c P r o p i o n i c
0 1 1 0 . 7 4  A2 3 9 8 . 0 4  A
5 1 2 4 . 2 4  A 4 6 7 . 5 0  B
30 1 6 1 . 1 0  B 6 3 9 . 8 0  C
60 1 7 4 . 9 7  B 7 2 1 . 2 0  D
1 8 0 2 4 1 . 4 5  C 8 6 6 . 4 4  D
9
M e a n s  i n  a  c o l u m n  n o t  f o l l o w e d  b y  t h e  s a m e  l e t t e r  
d i f f e r  s i g n i f i c a n t l y  ( P  < . 0 0 1 ) .
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P
P
PROPIOKIC 
FORMIC 
ACETIC
PYRUVIC3 0 0 ^
2 5 3 - :
2 u  u-;
5  3 0  6 0
S t o r a g e  t i m e  ( D a y s )
F i g u r e  5 8 .  E f f e c t  o f  a g i n g  o n  t h e  p r o p i o n i c ,  f o r m i c ,  
a c e t i c  a n d  p y r u v i c  a c i d  c o n t e n t  o f  C h e d d a r  
c h e e s e .
rs
tj
u
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9D00H
7000
5 0 0 0
3 0 3 0
1000.
LACTIC 
CITRIC
1
5
—r
30 ~ T60
"t
180
S t o r a g e  t i m e  ( D a y s )
F i g u r e  5 9 .  E f f e c t  o f  a g i n g  o n  t h e  l a c t i c  a n d  c i t r i c  
a c i d  c o n t e n t  o f  C h e d d a r  c h e e s e .
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T a b l e  5 1 .  C o m p a r i s o n  o f  c i t r i c  a n d  p y r u v i c  a c i d s  o f  c o n ­
t r o l  c h e e s e  w i t h  p s y c h r o t r o p h  a n d  c o l i f o r m -  
p o s t  p a s t e u r i z a t i o n  c o n t a m i n a t i o n ,  h i g h  
m o i s t u r e  a n d  l o w  a c t i v i t y  s t a r t e r  c h e e s e .
C i t r i c   P y r u v i c
---------------M e a n  p p m ------•--------
1 .  C o n t r o l  1 4 7 2  A* 6 1 . 1 4  A
2 . P . f l u o r e s c e n s
2 7 - 1 0 , 0 0 0 / m l  1 6 4 5  B 5 2 . 1 0  A
3 .  P .  f l u o r e s c e n s
2 7 - 1 0 0 , 0 0 0 / m l  1 7 4 5  B 5 3 . 9 3  A
4 .  C o l i f o r m
1 0 0 0 / m l  1 5 8 8  B 3 6 . 7 8  B
5 .  H i g h  M o i s t u r e  1 6 8 4  B 5 0 . 8 4  A
6 . Low A c t i v i t y  1 5 6 8 . 3  B 2 2 . 4 1  B
* M e a n s  i n  a c o l u m n  n o t  f o l l o w e d  b y  t h e  s a m e  l e t t e r  d i f f e r
s i g n i f i c a n t l y  (P < . 0 0 1 ) .
2 3 4
T a b l e  5 2 .  C o m p a r i s o n  o f  l a c t i c  a n d  - f o r m i c  a c i d s  o f  c o n ­
t r o l  c h e e s e  w i t h  p s y c h r o t r o p h  a n d  c o l i f o r m -  
p o s t  p a s t e u r i z a t i o n  c o n t a m i n a t i o n ,  h i g h  
m o i s t u r e  a n d  l o w  a c t i v i t y  s t a r t e r  c h e e s e .
( c o n t i n u e d )
L a c t i c F o r m i c
1 .  C o n t r o l
2 .  P .  f l u o r e s c e n s  
2 7 - 1 0 , 0 0 0 / m l
3 .  P . f l u o r e s c e n s  
2 7 - 1 0 0 , 0 0 0 / m l
4 .  C o l i f o r m  
1 0 0 0 / m l
5 .  H i g h  M o i s t u r e
6 . Low A c t i v i t y
--------------M e a n  p p m ---------------
6 , 4 1 5  A* 2 4 2 . 6 0  A
9 , 1 1 7  B
7 , 7 4 2  B
6 , 3 9 7  A 
1 0 , 4 0 3  C 
6 , 3 6 0  A
2 3 6 . 7 7  A
1 9 8 . 2 0  A
2 0 9 . 8 7  A 
3 2 7 . 3  B 
1 6 6 . 9 7  A
* M e a n s  n o t  f o l l o w e d  b y  t h e  s a m e  l e t t e r  d i f f e r  s i g n i f i ­
c a n t l y  ( P < . 0 0 1 )  .
2 3 5
( 1 9 6 9 )  w h o  f o u n d  t h a t  C h e d d a r  c h e e s e  c o n t a i n i n g  l e v e l s  o f  
a c e t a t e  a n d  f r e e  f a t t y  a c i d s ,  a n d  w h o s e  a c e t a t e  t o  f a t t y  
a c i d  r a t i o  w a s  b e t w e e n  s p e c i f i e d  l i m i t s ,  d e v e l o p e d  g o o d  
f l a v o r  a f t e r  1 8 0  d  r i p e n i n g .  A c e t i c  a c i d  h a s  a l e s s  
c l e a r  f u n c t i o n  s i n c e  i t s  c o n c e n t r a t i o n  c a n  v a r y  
c o n s i d e r a b l y  b e t w e e n  c h e e s e s  w i t h o u t  c o n c o m i t a n t  
v a r i a b i l i t y  i n  t h e  q u a l i t y  o r  i n t e n s i t y  o f  t y p i c a l  f l a v o r  
(Law.  a n d  C a s t a n o n ,  1 9 7 6 ) .  I t  p r o b a b l y  a d d s  t o  t h e  s h a r p  
m o u t h f e e l  o f  c h e e s e  c o n f e r r e d  b y  t h e  h i g h  l a c t i c  a c i d  
c o n c e n t r a t i o n ,  b u t  o v e r p r o d u c t i o n  o f  a c e t i c  a c i d  c a n  l e a d  
t o  v i n e g a r - l i k e  o f f - f l a v o r s .  L a w  ( 1 9 8 2 )  c o n c l u d e d  t h a t  
m i x t u r e s  o f  a l k a n o i c  a c i d s  w i t h  c a r b o n  c h a i n s  f r o m  C 2 t o  
C 0  o r  C ^ q  c a n  i m p a r t  c h e e s e - l i k e  f l a v o r s  e i t h e r  t o  
n a t u r a l l y  m a t u r i n g  c h e e s e  o r  i n  f l a v o r  m i x t u r e s  f o r  
p r o c e s s  c h e e s e ,  b u t  t h a t  t h e i r  c o n t r i b u t i o n  t o  t h e  a r o m a  
a n d  t h e  s p e c i a l  c h a r a c t e r  o f  C h e d d a r  c h e e s e  i s  u n p r o v e n .
C h e e s e  m a d e  f r o m  b u l k  s t a r t e r  w i t h  l o w  b a c t e r i a l  
a c t i v i t y  ( T a b l e  5 3 )  h a d  s i g n i f i c a n t l y  ( P  < . 0 0 1 )  h i g h e r  
p r o p i o n i c  a c i d  v a l u e s  t h a n  t h e  c o n t r o l  a n d  o t h e r  t r e a t e d  
c h e e s e s .  M a r s i l i ,  O s t a p e n k i ,  S i m m o n s  a n d  G r e e n  ( 1 9 8 1 )  
r e p o r t e d  t h a t  o r g a n i c  a c i d s  o c c u r  i n  d a i r y  p r o d u c t s  a s  a  
r e s u l t  o f  t h e  h y d r o l y s i s  o f  b u t t e r f a t  ( f a t t y  a c i d s )  o r  
b a c t e r i a l  g r o w t h  ( e . g . ,  p y r u v i c ,  l a c t i c ,  a c e t i c  a n d  p r o ­
p i o n i c  a c i d s ) .  A l s o ,  t h e y  s t a t e d  t h a t  q u a n t i t a t i v e  
d e t e r m i n a t i o n s  o f  t h e s e  a c i d s  i n  d a i r y  p r o d u c t s  i s  i m p o r ­
t a n t  t o  f l a v o r  s t u d i e s ,  f o r  n u t r i t i o n a l  r e a s o n s ,  a n d  a s  
i n d i c a t o r  o f  b a c t e r i a l  a c t i v i t y .
T a b l e  5 3 .  C o m p a r i s o n  o f  a c e t i c  a n d  p r o p i o n i c  a c i d s  o f
c o n t r o l  c h e e s e  w i t h  p s y c h r o t r o p h  a n d  c o l i f o r m -  
p o s t  p a s t e u r i z a t i o n  c o n t a m i n a t i o n ,  h i g h  
m o i s t u r e  a n d  l o w  a c t i v i t y  s t a r t e r  c h e e s e .
( c o n t i n u e d )
A c e t i c  P r o p i o n i c
---------------- M e a n  p p m ---------------
1 .  C o n t r o l  2 2 4 . 5  A* 5 3 9 . 5C A
2 . P . f l u o r e s c e n s
2 7 - 1 0 , 0 0 0 / m l  1 9 0 . 7  C 6 6 8 . 5 3  A
3 .  P .  f l u o r e s c e n s
2 7 - 1 0 0 , 0 0 0 / m l '  1 3 5 . 8  B 5 5 5 . 1 0  A
4 .  C o l i f o r m
1 0 0 0 / m l  1 5 2 . 8  C 5 0 8 . 9 4  A
5 .  H i g h  M o i s t u r e  2 4 2 . 2  A 6 2 7 . 8 2  A
6 . Low A c t i v i t y  8 0 . 4  B 8 5 0 . 0 0  B
* M e a n s  n o t  f o l l o w e d  b y  t h e  s a m e  l e t t e r  d i f f e r  s i g n i f i ­
c a n t l y  cp < . oo i ).
2 3 7
E f f e c t  o f  A g i n g ,  P s y c h r o t r o p h  a n d  C o l i f o r m  P o s t -  
P a s t e u r i z a t i o n  C o n t a m i n a t i o n ,  H i g h  M o i s t u r e  a n d  Low 
A c t i v i t y  S t a r t e r  o n  V o l a t i l e  O r g a n i c  C h e m i c a l s  a n d  
F l a v o r  o f  C h e d d a r  C h e e s e
As  s t a t e d  i n  a  p r e v i o u s  s e c t i o n  o f  t h i s  m a n u s c r i p t ,  
o t h e r  f a t  d e r i v e d  f l a v o r  c o m p o u n d s  i m p l i c a t e d  i n  C h e d d a r  
f l a v o r  i n c l u d e  k e t o n e s  ( L a w ,  C a s t a n o n  a n d  S h a r p ,  1 9 7 6 ) .  
F i g u r e  2 7  s h o w s  t h e  c h r o m a t o g r a m s  f o r  a  h e a d s p a c e  
a n a l y s i s  o f  a q u e o u s  v o l a t i l e  o r g a n i c  s t a n d a r d s  w h i l e  
F i g u r e s  2 8 ,  2 9 ,  3 0 ,  31  a n d  32  s h o w  t h e  c h r o m a t o g r a m s  f o r  
a  h e a d s p a c e  a n a l y s i s  o f  c o n t r o l  C h e d d a r  c h e e s e  s a m p l e s  a t  
0 ,  5 ,  3 0 ,  6 0  a n d  1 8 0  d ,  r e s p e c t i v e l y .  F i g u r e s  6 1  a n d  6 2  
s h o w  t h e  c h r o m a t o g r a m s  f o r  a  h e a d s p a c e  a n a l y s i s  o f  
c h e e s e s  c o n t a m i n a t e d  w i t h  c o l i f o r m  a n d  l o w  a c t i v i t y  
s t a r t e r  a t  1 8 0  d ,  r e s p e c t i v e l y .
R e s u l t s  o f  GCHS i n d i c a t e d  i n  T a b l e s  5 4  a n d  5 5  a n d  
g r a p h i c a l l y  d e m o n s t r a t e d  i n  F i g u r e  6 0  r e v e a l e d  t h a t  6 0  
a n d  1 8 0  d  c h e e s e  - h a d  s i g n i f i c a n t l y  ( P  < . 0 0 1 )  h i g h e r  
a c e t o n e  a n d  2 - b u t a n o n e  w h i l e  l o w e r  2 - p e n t a n o n e  v a l u e s  
t h a n  t h e  o t h e r  d a y s .  A l s o ,  c h e e s e  a t  0 d  h a d  s i g n i f i ­
c a n t l y  ( P  < . 0 0 1 )  l o w e r  e t h a n o l  t h a n  c h e e s e  a t  t h e  o t h e r  
d a y s .  T h e  c o m p o u n d  N - p r o p a n o l  p e a k e d  a t  30  d  f o l l o w e d  b y  
a  s i g n i f i c a n t  {P < . 0 0 1 )  d r o p  a t  6 0  a n d  1 8 0  d .  M a n n i n g  
( 1 9 7 7 )  i n d i c a t e d  t h a t  t h e  2 - p e n t a n o n e  c o n c e n t r a t i o n  i n  
n o r m a l  c h e e s e  i s  a  g o o d  i n d e x  o f  c h e e s e  a g e  b u t  t h e  c o m ­
p o u n d  i s  n o t  n e c e s s a r i l y  i n v o l v e d  i n  f l a v o r .
G a s  c h r o m a t o g r a p h i c  a n a l y s i s  w i t h  h e a d s p a c e  s a m p l i n g  
i n d i c a t e d  t h a t  t h e  c o n t r o l  c h e e s e  h a d  s i g n i f i c a n t l y
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F i g u r e  6 0 .
S t o r a g e  t i m e  ( D a y s )
E f f e c t  o f  a g i n g  o n  e t h a n o l ,  p r o p a n o l ,  2 -  
p e n t a n o n e ,  a c e t o n e  a n d  2 - b u t a n o n e  c o n t e n t  
o f  C h e d d a r  c h e e s e .
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F ig u r e  61 .
CO
CO
•(N
1 -  ACETONE
2 -  2-BUTANONE
3 « ETHANOL
A -  2-PENTANONE
5 -  2-BUTANOL
6 »  N-PROPANOL
r »vO•o
CO00
CO
m
m
HSGC c h r o m a t o g r a m s  o f  v o l a t i l e  
o r g a n i c s  i n  c o l i f o r m - c o n t a m i n a t e d  
C h e d d a r  c h e e s e  a t  1 8 0  d a y s  o f  
a g i n g .
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F ig u r e  62 .
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1 -  ACETONE
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6  -  N-PROPANOL
HSGC c h r o m a t o g r a m s  o f  v o l a t i l e  
o r g a n i c s  i n  C h e d d a r  c h e e s e  ( t r e a t e d  
w i t h  l o w  a c t i v i t y  s t a r t e r )  a t  1 8 0  
d a y s  o f  a g i n g .
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T a b l e  5 4 .  E f f e c t  o f  a g i n g  o n  a c e t o n e ,  2 - b u t a n o n e  a n d  
e t h a n o l  c o n t e n t  o f  C h e d d a r  c h e e s e .
D a y s A c e t o n e 2 - B u t a n o n e E t h a n o l
' ’“ ‘"nGai i  p p I T i — — — — •
0 1 . 0 2 6 1 A1 0 . 5 2 1 3  A1 6 2 . 8 2 3  A2
5 1 . 0 2 8 3 A 0 . 5 3 3 0  A 6 4 . 3 8 8  A
30 1 . 0 9 1 3 A 0 . 5 4 0 4  A 7 0 . 2 9 8  B
60 1 . 1 1 4 3 B 0 . 5 4 5 6  A 7 1 . 4 7 5  B
1 8 0 1 . 1 4 8 3 B 0 . 5 8 0 8  B 6 7 . 2 0 6  A
■'■Means n o t f o l l o w e d b y t h e s a m e  l e t t e r  d i f f e r s i g n i -
f i c a n t l y ( P  < . 0 0 1 ) .
M e a n s n o t f o l l o w e d b y t h e s a m e  l e t t e r  d i f f e r s i g n i -
f i c a n t l y ( P  < . 0 5 ) •
T a b l e  5 5 . E f f e c t  o f  a g i n g  o n  
c o n t e n t  o f  C h e d d a r
2 - p e n t a n o n e  a n d  M 
c h e e s e .
- p r o p a n o l
D a y s 2 - P e n t a n o n e N - P r o p a n o l
- M e a n  ppiu-
0 1 . 2 2 6 3 A2 1 . 5 7 4 1 A 1
5 1 . 3 1 9 4 A 1 . 5 9 5 9 A
30 1 . 2 6 0 0 A 1 . 7 1 4 7 B
60 1 . 2 2 1 7 A 1 . 6 3 4 7 C
1 8 0 1 . 0 6 7 9 B 1 . 6 1 0 0 C
^ M e a n s  n o t  f o l l o w e d  b y  t h e  s a m e  l e t t e r  d i f f e r  s i g n i ­
f i c a n t l y  {P < . 0 0 1 ) .
^ M e a n s  n o t  f o l l o w e d  b y  t h e  s a m e  l e t t e r  d i f f e r  s i g n i ­
f i c a n t l y  ( P  < . 0 5 ) .
2 4 2
( P  < . 0 0 1 )  l o w e r  a c e t o n e  a n d  2 - b u t a n o n e  v a l u e s  t h a n  a l l  
t h e  o t h e r  t r e a t m e n t s  { T a b l e  5 6 ) .  Up o n  s t a t i s t i c a l  e x a m i ­
n a t i o n  o f  o r g a n i c  v o l a t i l e  c h e m i c a l s ,  t h e  ANOV t e c h n i q u e  
r e v e a l e d  s i g n i f i c a n t  ( P  < . 0 0 1 )  i n c r e a s e s  o f  p r o p a n o l  
{ F i g u r e  61}  a n d  d e c r e a s e s  o f  2 - p e n t a n o n e  d u e  t o  c o n t a m i ­
n a t i o n  w i t h  c o l i f o r m  a s  s h o w n  i n  T a b l e  5 7 .  B o t h  h i g h  
m o i s t u r e  a n d  p s y c h r o t r o p h i c  c o n t a m i n a t e d  c h e e s e s  h a d  
s i g n i f i c a n t l y  {P < . 0 0 1 )  h i g h e r  e t h a n o l  v a l u e s  t h a n  t h e  
c o n t r o l  ( T a b l e  5 7 ) ,  w h i l e  c h e e s e  m a d e  f r o m  b u l k  s t a r t e r  
w i t h  l o w  b a c t e r i a l  a c t i v i t y  c o m p a r e d  t o  a l l  c o n t r o l  a n d  
o t h e r  t r e a t e d  c h e e s e s  h a d  s i g n i f i c a n t l y  l o w e r  c o n c e n ­
t r a t i o n  o f  e t h a n o l  ( F i g u r e  6 2  a n d  T a b l e  5 7 ) .  K e e n  a n d  
W a l k e r  ( 1 9 7 4 )  o b s e r v e d  w i d e  v a r i a t i o n s  i n  t h e  c o n c e n t r a ­
t i o n s  o f  2 - b u t a n o n e  e v e n  i n  C h e d d a r  c h e e s e s  m a d e  u s i n g  
t h e  s a m e  s i n g l e - s t r a i n  s t a r t e r  ( S t r e p t o c o c c u s  c r e mo r i s  
AM 2 ) • O u r  r e s u l t s  s u p p o r t e d  d a t a  b y  S c a r p e l l i n o  ( 1 9 6 1 )  
w h o  c o n c l u d e d  t h a t  2 - b u t a n o n e  c o n t r i b u t e s  t o  t h e  
d e s i r a b l e  f l a v o r  c o m p l e x  o f  C h e d d a r  c h e e s e  w h e r e a s  t h e  
r e d u c t i o n  p r o d u c t  2 - b u t a n o l  i s  a s s o c i a t e d  w i t h  o f f - f l a v o r  
d e v e l o p m e n t .
T h e  l o w e r  m e a n  f l a v o r  s c o r e  d e m o n s t r a t e d  b y  t h e  
c o l i f o r m  c o n t a m i n a t e d  C h e d d a r  c h e e s e  c o u l d  a c c o u n t  f o r  
h i g h  c o n c e n t r a t i o n  o f  p r o p a n o l  a n d  2 - b u t a n o n e  b u t  l o w e r  
c o n c e n t r a t i o n  o f  2 - p e n t a n o n e .  H i g h  m o i s t u r e  a n d  p s y c h r o ­
t r o p h i c  c o n t a m i n a t e d  c h e e s e  h a d  s i g n i f i c a n t l y  (P < . 0 0 l )  
l o w e r  f l a v o r  s c o r e  ( T a b l e  3 4 )  d u e  t o  h i g h  l e v e l s  o f
2 4 3
T a b l e  5 6 .  C o m p a r i s o n  o f  c o n t r o l  c h e e s e  w i t h  p s v c h r o -  
t r o p h i c  a n d  c o l i f o r m - p o s t  p a s t e u r i z a t i o n  
c o n t a m i n a t i o n ,  h i g h  m o i s t u r e  a n d  l o w  
a c t i v i t y  s t a r t e r  c h e e s e  w i t h  r e g a r d  t o  
a c e t o n e  a n d  2 - b u t a n o n e .
A c e t o n e  2 - B u t a n o n e
---------------- Me a n  p p m -----------------
1 .  C o n t r o l  0 . 8 3 8 0  A 1 0 . 4 3 4 6  A 1
2 .  P .  f l u o r e s c e n s
2 7 - 1 0 , 0 0 0 / m l  1 . 1 5 0 0  B 0 . 5 5 6 0  B
3 .  P .  f l u o r e s c e n s
2 7 - 1 0 0 , 0 0 0 / m l  1 . 1 5 4 4  B 0 . 5 5 2 4  B
4 .  C o l i f o r m
1 0 0 0 / m l  1 . 0 6 0 8  B 0 . 5 5 7 2  B
5 .  H i g h  M o i s t u r e  1 . 1 6 7 3  B 0 . 5 6 2 6  B
6 . Low A c t i v i t y  1 . 0 8 4 0  B 0 . 5 7 7 5  B
* M e a n s  i n  a c o l u m n  n o t  f o l l o w e d  b y  t h e  s a m e  l e t t e r  d i f f e r
s i g n i f i c a n t l y  (P < . 0 0 1 ) .
T a b l e  5 7 .  C o m p a r i s o n  o f  c o n t r o l  c h e e s e  w i t h  p s y c h r o -  
t r o p h i c  a n d  c o l i f o r m - p o s t  p a s t e u r i z a t i o n  
c o n t a m i n a t i o n ,  h i g h  m o i s t u r e  a n d  l o w  
a c t i v i t y  s t a r t e r  c h e e s e  w i t h  r e g a r d  t o  
e t h a n o l , 2 - p e n t a n o n e  a n d  p r o p a n o l .
E t h a n o l  2 - P e n t a n o n e  P r o p a n o l
------------------------------ M e a n  p p m   --------------
1 .  C o n t r o l  7 8 . 7 2  A1 1 . 6 3 3  A 1 0 . 8 6 4  A 1
2 .  P .  f l u o r e s c e n s
2 7 - 1 0 , 0 0 0 / m l  1 0 3 . 7 8  B 1 . 3 1  B 0 . 8 6 6  A
3 .  P . f l u o r e s c e n s
2 7 - 1 0 0 , 0 0 0 / m l  7 0 . 4 3  A 1 . 2 6  B 0 . 8 3 2  A
4 .  C o l i f o r m
1 0 0 0 / m l  5 8 . 8 3  A 0 . 1 6  C 3 . 6 2 8  B
5 .  H i g h  M o i s t u r e  9 8 . 1 2  B 1 . 3 6  A 0 . 8 9 3  A
6 . Low A c t i v i t y  1 4 . 5 9  C 1 . 3 1  B 0 . 8 2 4  A
^M eans  i n  a c o l u m n  n o t  f o l l o w e d  b y  t h e  s a m e  l e t t e r
d i f f e r  s i g n i f i c a n t l y  (P  < . 0 0 1 ) .
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e t h a n o l ,  a c e t o n e  a n d  2 - b u t a n o n e .  T h e s e  r e s u l t s  w e r e  c o n ­
s i s t e n t  w i t h  M a r s i l i  ( 1 9 8 1 )  w h o  r e p o r t e d  t h a t  h i g h  l e v e l s  
o f  a l c o h o  1 a n d  a c e t o n e  i m p a i r e d  c h e e s e  q u a l i t y .  T h e  
p r e d o m i n a n t  f l a v o r  c r i t i c i s m  i n  h i g h  m o i s t u r e  c h e e s e  
( T a b l e  3 5 )  w a s  f e r m e n t e d  f r u i t y  a n d  t h i s  c o u l d  b e  
a t t r i b u t e d  t o  i t s  h i g h  e t h a n o l  c o n c e n t r a t i o n .  T h i s  
o c c u r r e n c e  s u p p o r t e d  d a t a  b y  o t h e r s  ( M c G u g a n  e t  a l . ,  
1 9 7 5 ;  M a n n i n g ,  1 9 7 9 )  w h o  r e p o r t e d  t h a t  t h e  f r u i t y  d e f e c t  
o c c u r s  i n  c h e e s e s  w h i c h  c o n t a i n  h i g h  e t h a n o l  l e v e l .
A l t h o u g h  c h e e s e  t r e a t e d  w i t h  p s y c h r o t r o p h s  d i d  n o t  
r e s u l t  i n  f r u i t y  f l a v o r ,  i t  h a d  s i g n i f i c a n t l y  ( P  < . 0 0 1 )  
h i g h e r  e t h a n o l  v a l u e s  t h a n  t h e  c o n t r o l .  L a w  ( 1 9 8 2 )  s u g ­
g e s t e d  t h a t  t h e  f r u i t y  d e f e c t  c a n  b e  c a u s e d  b y  h i g h  
e t h a n o l  l e v e l s  p r o d u c e d  b y  p s y c h r o t r o p h i c  b a c t e r i a .
C h e m i c a l  P r o f i l e s  o f  " G o o d ” V e r s u s  " B a d " C h e d d a r  C h e e s e
C h e d d a r  c h e e s e  f r o m  e a c h  v a t  w a s  s u b j e c t e d  t o  s e n ­
s o r y  e v a l u a t i o n  b y  a  f o u r - m e m b e r  t r a i n e d  p a n e l  a t  5 ,  3 0 ,  
60  a n d  1 8 0  d .  M o d i f i e d  ADSA C h e d d a r  c h e e s e  s c o r e c a r d  w a s  
u s e d  t o  s c o r e  t h e  f l a v o r  ( 1 - 1 0  s c a l e ) .  T h o s e  s a m p l e s  
h a v i n g  a  f l a v o r  s c o r e  o f  >1  w e r e  c o n s i d e r e d  " g o o d "  w h i l e  
t h o s e  h a v i n g  a  f l a v o r  s c o r e  < 7  w e r e  c o n s i d e r e d  " f a i r  t o  
b a d . "  M e a n  c h e m i c a l  p r o f i l e s  o f  t h e s e  t w o  g r o u p s  w e r e  
t h e n  c o m p a r e d  t o  n o t e  s i m i l a r i t i e s  a n d  d i f f e r e n c e s  i n  
c o m p o s i t i o n .  T h e  c o n t r o l  c h e e s e  h a d  s i g n i f i c a n t l y  
( P  < . 0 1 )  h i g h e r  f l a v o r  s c o r e s  t h a n  c h e e s e  m a d e  f r o m
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p s y c h r o t r o p h i c  o r  c o l i f o r m  p o s t - p a s t e u r i z a t i o n  c o n ­
t a m i n a t e d  m i l k ,  h i g h  m o i s t u r e  a n d  l o w  a c t i v i t y  s t a r t e r  
{ T a b l e  3 4 ) .  S t a t i s t i c a l l y  ( P  < . 0 0 1 )  h i g h e r  l e v e l s  o f  
c i t r a t e ,  a c e t o n e ,  2 - b u t a n o n e ,  p r o t e o l y t i c  a c t i v i t y ,  
l a c t a t e ,  e t h a n o l ,  p r o p a n o l ,  f o r m a t e  a n d  p r o p i o n a t e ,  b u t  
l o w e r  l e v e l s  o f  a c e t a t e ,  2 - p e n t a n o n e ,  p y r u v a t e ,  pH a n d  
s a l t  w e r e  f o u n d  i n  " b a d "  C h e d d a r  c h e e s e  a s  o p p o s e d  t o  
" g o o d "  C h e d d a r  c h e e s e  { T a b l e s  5 8 ,  5 9 ,  6 0  a n d  6 1 ) .
M i k o l a j c i k  ( 1 9 7 9 )  c o n c l u d e d  t h a t  t h e  b r e a k d o w n  p r o d ­
u c t s  p r o d u c e d  b y  l i p a s e s  a n d  p r o t e a s e s  e l a b o r a t e d  b y  
p s y c h r o t r o p h i c  b a c t e r i a ,  s t i m u l a t e  s t a r t e r  c u l t u r e  a c i d  
p r o d u c t i o n ,  w h i c h ,  i n  e x c e s s ,  p r o d u c e s  b o d y / t e x t u r e  a n d  
f l a v o r  d e f e c t .  O h r e n  a n d  T u c k e y  ( 1 9 6 9 )  f o u n d  C h e d d a r  
c h e e s e  w h o s e  a c e t a t e  t o  f a t t y  a c i d  r a t i o  w a s  b e t w e e n  
s p e c i f i e d  l i m i t s  d e v e l o p e d  g o o d  f l a v o r  a f t e r  1 8 0  a  
r i p e n i n g .
S t a t i s t i c a l l y  h i g h e r  l e v e l s  o f  b u t y r a t e  {P < . 0 5 )  
( T a b l e  6 4 ) ,  c a p r o i c ,  c a p r y l i c ,  c a p r i c ,  l a u r i c ,  m y r i s t i c ,  
p a l m i t i c ,  s t e a r i c ,  o l e i c ,  l i n o l e i c  ( P  < . 0 0 1 )  ( T a b l e s  65  
a n d  6 6 ) a n d  l i n o l e n i c  a c i d  ( P  < . 0 5 )  ( T a b l e  6 7 )  w e r e  
o b s e r v e d  i n  " b a d "  C h e d d a r  c h e e s e  a s  o p p o s e d  t o  " g o o d "  
C h e d d a r  c h e e s e .
G e n e r a l l y ,  f r e e  f a t t y  a c i d s  h a v e  b e e n  a c k n o w l e d g e d  
t o  c o n t r i b u t e  c h e e s i n e s s  i n  C h e d d a r  c h e e s e  ( F o r s s ,  1 9 7 9 ) .  
H o w e v e r ,  c l a i m s  h a v e  b e e n  m a d e  t h a t  f a t t y  a c i d s  a r e  
i m p o r t a n t  b e c a u s e  l o w  f a t  o r  f a t  f r e e  c h e e s e s  d i d  n o t
T a b l e  5 8 .  C o m p a r i s o n  o f  c h e e s e  m a d e  f r o m  p o s t ­
p a s t e u r i z a t i o n  c o n t a m i n a t e d  p s y c h r o -  
t r o p h  m i l k  a n d  c o n t r o l  c h e e s e .
H i g h e r  t h a n  C o n t r o l  
S i q . ( P  < . 0 0 1 )
L o w e r  t h a n  C o n t r o l  
S i q .  ( P  < . 0 0 1 }
C i t r a t e A c e t a t e
A c e t o n e 2 - P e n t a n o n e
2 - B u t a n o n e
P r o t e o l y t i c
L a c t a t e
B u t y r a t e
E t h a n o l
T a b l e  5 9 .  C o m p a r i s o n  o f  
c o n t a m i n a t e d
c h e e s e  m a d e  f r o m  c o l i f o r m -  
m i l k  a n d  c o n t r o l  c h e e s e .
H i g h e r  t h a n  C o n t r o l  
S i q .  CP < . 0 0 1 )
L o w e r  t h a n  C o n t r o l  
S i q .  ( P  < . 0 0 1 )
C i t r a t e A c e t a t e
A c e t o n e 2 - P e n t a n o n e
2 - B u t a n o n e P y r u v a t e
P r o t e o l y t i c B u t y r a t e
P r o p a n o l
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T a b l e  6 0 .  C o m p a r i s o n  o f  h i g h  m o i s t u r e  a n d  c o n t r o l
c h e e s e s .
H i g h e r  t h a n  C o n t r o l  
S i q .  ( P  < . 0 0 1 )
L o w e r  
S i q .
t h a n  C o n t r o l  
CP < . 0 0 1 )
C i t r a t e pH
A c e t o n e S a l t
2 - B u t a n o n e
P r o t e o l y t i c
L a c t a t e
B u t y r a t e
E t h a n o l
F o r m a t e
T a b l e  6 1 .  C o m p a r i s o n  o f  c h e e s e  m a d e  f r o m  b u l k  s t a r t e r
w i t h  l o w  b a c t e r i a l  n u m b e r  a n d  c o n t r o l  c h e e s e .
H i g h e r  t h a n  C o n t r o l  
S i q .  ( P  < . 0 0 1 )
L o w e r  t h a n  C o n t r o l  
S i q .  {P < . 0 0 1 )
C i t r a t e A c e t a t e
A c e t o n e 2 - P e n t a n o n e
2 - B u t a n o n e P y r u v a t e
P r o p i o n a t e E t h a n o l
P r o t e o l y t i c
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d e v e l o p  f l a v o r  ( O h r e n  a n d  T u c k e y ,  1 9 6 9 ) .  Woo  e t  a l .  
( 1 9 8 4 )  c o n c l u d e d  t h a t  a g e d ,  d e s i r a b l y - f l a v o r e d  C h e d d a r  
c h e e s e  h a s  i n t e r m e d i a t e  c o n c e n t r a t i o n s  o f  i n d i v i d u a l  FFA.  
A l s o ,  h e  c o n c l u d e d  t h a t  s o m e  e x c e l l e n t  C h e d d a r  c h e e s e  h a s  
l o w  c o n c e n t r a t i o n s  o f  t h e  s h o r t  c h a i n  F F A .  W h e n  
c o n d i t i o n s  p e r m i t  d e v e l o p m e n t  o f  m o r e  F F A  i n  C h e d d a r  
c h e e s e ,  r a n c i d  o f f - f l a v o r s  a r e  r e a d i l y  a p p a r e n t .  T h i s  i s  
s p e c i f i c a l l y  t r u e  f o r  b u t y r i c  a c i d  ( W o o  e t  a l . ,  1 9 8 4 ) .  
S h a r p  ( 1 9 7 2 )  c o n c l u d e d  t h a t  p s y c h r o t r o p h i c  l i p a s e s  g a v e  
r i s e  t o  r a n c i d - f l a v o r e d  C h e d d a r  c h e e s e s  c o n t a i n i n g  h i g h  
l e v e l s  o f  f r e e  b u t y r i c  a c i d  a n d  h i g h e r  f a t t y  f a t t y  a c i d s .
I t  s e e m s  t o  b e  a s  M a r s i l i  s t a t e d  ( 1 9 8 1 )  t h a t  t h e  
a r o m a  a n d  f l a v o r  o f  h i g h  q u a l i t y  C h e d d a r  c h e e s e  a r e  
a t t r i b u t e d  t o  a  d e l i c a t e  b a l a n c e  o f  o r g a n i c  a c i d s  a n d  
v o l a t i l e  o r g a n i c  c h e m i c a l s  p r o d u c e d  a s  m e t a b o l i t e s  b y  
c u l t u r e  b a c t e r i a  d u r i n g  f e r m e n t a t i o n .  M u l d e r  ( 1 9 5 2 )  
p r o p o s e d  w h a t  i s  n o w  k n o w n  a s  t h e  C o m p o n e n t  B a l a n c e  
T h e o r y  (CBT) .  T h i s  t h e o r y  s u g g e s t e d  t h a t  C h e d d a r  f l a v o r  
w a s  m a d e  u p  o f  a b a l a n c e  o f  f l a v o r s  c o n t r i b u t e d  b y  a  
n u m b e r  o f  d i f f e r e n t  c o m p o u n d s .  W h e n  t h e  b a l a n c e  w a s  
u p s e t  b y  a n  e x c e s s  o r  l a c k  o f  o n e  o r  m o r e  o f  t h e  
c o m p o n e n t  c o m p o u n d s ,  a t y p i c a l  f l a v o r  w a s  p r o d u c e d .
E f f e c t  o f  A g i n g ,  P s y c h r o t r o p h s  a n d  C o l i f o r m  P o s t -
P a s t e u r i z a t i o n  C o n t a m i n a t i o n ,  H i q h  M o i s t u r e a n d Low
A c t i v i t y  S t a r t e r  o n  F r e e  F a t t y  A c i d  C o n t e n t a n d F l a v o r
o f  C h e d d a r  C h e e s e
G e n e r a l l y ,  f r e e  f a t t y  a c i d s  h a v e  b e e n  a c k n o w l e d g e d  
t o  c o n t r i b u t e  c h e e s i n e s s  i n  C h e d d a r  f l a v o r  ( F o r s s ,  1 9 7 9 ) .
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H o w e v e r ,  c l a i m s  t h a t  f a t t y  a c i d s  a r e  i m p o r t a n t  b e c a u s e  
l o w - f a t  o r  f a t - f r e e  c h e e s e s  d o  n o t  d e v e l o p  f l a v o r  ( O h r e n  
a n d  T u c k e y ,  1 9 6 9 )  a r e  o v e r s i m p l i s t i c  s i n c e  d e v i a t i o n s  
f r o m  a n  o p t i m u m  f a t  p e r c e n t a g e  i n  t h e  p r o d u c t  a l t e r s  i t s  
c h a r a c t e r i s t i c s  m a r k e d l y  a n d  m a y  h a v e  i n d i r e c t  e f f e c t s  o n  
f l a v o r  r e t e n t i o n  a n d  p e r c e p t i o n .  I t  h a s  b e e n  d o c u m e n t e d  
t h a t  s k i m  m i l k  c h e e s e  h a s  c o n s i d e r a b l y  l o w e r  l e v e l s  o f  
f r e e  f a t t y  a c i d s  t h a n  n o r m a l  c h e e s e  ( D e a n e ,  1 9 7 2 ;  D e a n e  
a n d  D o l a n ,  1 9 7 3 ;  F o d a  e t  a l . ,  1 9 7 4 ;  D u l l e y  a n d  G r i e v e ,  
1 9 7 4 ) .
D a t a  s h o w n  i n  T a b l e s  6 2  a n d  6 3  o f  g a s  c h r o m a t o ­
g r a p h i c  a n a l y s i s  o v e r  a l l  d a y s  o f  s t o r a g e  i n d i c a t e d  s i g ­
n i f i c a n t  ( t o  a t  l e a s t  < . 0 5 )  i n c r e a s e s  o f  c a p r o i c ,  
c a p r y l i c ,  l a u r i c ,  m y r i s t i c ,  p a l m i t i c ,  s t e a r i c  a n d  o l e i c  
w i t h  a g i n g  o f  t h e  c h e e s e  ( F i g u r e s  6 3 ,  6 4 ,  6 5  a n d  6 6 ) .
T h e s e  r e s u l t s  s u p p o r t  d a t a  i n  t h e  f i r s t  s e c t i o n  o f  t h i s  
m a n u s c r i p t .  A l t h o u g h  c h a n g e s  i n  c o n c e n t r a t i o n s  o f  c a p r i c  
a n d  l i n o l e ' i c  a c i d s  d u r i n g  a g i n g  w e r e  n o t  s t a t i s t i c a l l y  
s i g n i f i c a n t  ( P  > . 0 5 )  ( T a b l e s  6 2  a n d  6 3 ) ,  t h e y  i n c r e a s e d  
w i t h  a g i n g  a s  s h o w n  i n  F i g u r e  6 4 .  T h e s e  r e s u l t s  
s u p p o r t e d  d a t a  b y  W o o  e t  a l .  ( 1 9 8 4 )  w h o  c o n c l u d e d  t h a t  
y o u n g  C h e d d a r  c h e e s e  c o n t a i n s  l o w  f r e e  f a t t y  a c i d s ,  a n d  
a g e d  d e s i r a b l y - f l a v o r e d  C h e d d a r  c h e e s e  h a s  i n t e r m e d i a t e  
c o n c e n t r a t i o n s  o f  i n d i v i d u a l  F F A .  S t a d h o u d e r s  a n d  
V e r i n g a  ( 1 9 7 3 )  a l s o  r e p o r t e d  t h a t  t h e  a m o u n t  o f  v o l a t i l e  
f r e e  f a t t y  a c i d s  i n c r e a s e s  d u r i n g  C h e d d a r  c h e e s e  
m a t u r a t i o n .
T a b l e  6 2 .  E f f e c t  o f  a g i n g  o n  f r e e  f a t t y  a c i d  c o n t e n t  ( C 6 - C 1 4 )  o f  C h e d d a r  c h e e s e .
C a p r o i c  C a p r y l i c  C a p r i c  I . a u r i c  M y r i s t i c
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T a b l e  6 3 .  E f f e c t  o f  a g i n g  o n  f r e e  f a t t y  a c i d  c o n t e n t  ( C 1 6 - C 1 8 : 2 )  o f  C h e d d a r  c h e e s e .
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F i g u r e  6 5 .  E f f e c t  o f  a g i n g  o n  f r e e  f a t t y  a c i d  c o n t e n t
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F i g u r e  6 6 . E f f e c t  o f  a g i n g  o n  f r e e  f a t t y  a c i d  c o n t e n t
( C 1 6 r C 1 8 ,  C l 8 : 1 )  o f  C h e d d a r  c h e e s e .
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U p o n  s t a t i s t i c a l  e x a m i n a t i o n  o f  b u t y r i c  ( C 4 )  a n d  
l i n o l e n i c  ( C 1 8 : 3 )  a c i d s ,  t h e  ANOV t e c h n i q u e  r e v e a l e d  s i g ­
n i f i c a n t  ( P  < . 0 0 8  f o r  C 4 ,  P < . 0 0 0 1  f o r  C 1 8 : 3 )  i n t e r a c ­
t i o n  b e t w e e n  d a y s  o f  s t o r a g e  a n d  t r e a t m e n t s .  T h i s  m e a n s  
a t  d i f f e r e n t  l e v e l s  o f  t r e a t m e n t s ,  a  d i f f e r e n t  p a t t e r n  
w a s  o b s e r v e d  o v e r  t i m e .  I n  t h i s  c a s e ,  d a y s  c a n n o t  b e  
i g n o r e d  w i t h i n  t r e a t m e n t s  a n d  t r e a t m e n t s  c a n n o t  b e  
i g n o r e d  w i t h i n  d a y s .  F o r  t h a t  r e a s o n ,  TD ( T r e a t m e n t - D a y ) 
a n d l y s i s  w a s  u s e d  ( T a b l e s  64  a n d  6 7 ) .
M e a n  v a l u e s  f o r  b u t y r i c  a c i d  ( T a b l e  6 4 )  r e v e a l e d  
t h a t  b o t h  h i g h  m o i s t u r e  a n d  p s y c h r o t r o p h i c  c o n t a m i n a t e d  
c h e e s e  h a d  s i g n i f i c a n t l y  (P < . 0 5 )  h i g h e r  b u t y r a t e  v a l u e s  
t h a n  t h e  c o n t r o l  ( F i g u r e  6 7 ) .
T h e  p r e d o m i n a n t  f l a v o r  c r i t i c i s m  i n  c h e e s e  m a d e  f r o m  
p s y c h r o t r o p h i c  p o s t - p a s t e u r i z a t i o n  c o n t a m i n a t e d  m i l k  w a s  
r a n c i d  ( T a b l e  3 5 )  a n d  t h i s  c o u l d  b e  r e l a t e d  t o  t h e  h i g h e r  
b u t y r i c  a c i d  c o n c e n t r a t i o n  ( T a b l e  6 4 ) .  T h i s  r e s u l t  s u p ­
p o r t e d  d a t a  b y  Woo e t  a l .  ( 1 9 8 4 )  w h o  c o n c l u d e d  t h a t  w h e n  
c o n d i t i o n s  p e r m i t  d e v e l o p m e n t  o f  m o r e  F F A  i n  C h e d d a r ,  
r a n c i d  o f f - f l a v o r s  a r e  r e a d i l y  a p p a r e n t .  T h i s  i s  s p e c i ­
f i c a l l y  t r u e  f o r  b u t y r i c  a c i d .  D a t a  s h o w n  i n  T a b l e s  65  
a n d  6 6  i n d i c a t e d  t h a t  c o n t r o l  c h e e s e  h a d  s i g n i f i c a n t l y  
( P  < . 0 0 1 )  l o w e r  c a p r o i c ,  c a p r y l i c ,  c a p r i c ,  l a u r i c ,  
m y r i s t i c ,  p a l m i t i c ,  s t e a r i c ,  o l e i c  a n d  l i n o l e i c  t h a n  
c h e e s e  m a d e  f r o m  p s y c h r o t r o p h i c  ( P .  f l u o r e s c e n s  P 2 7  
1 0 0 , 0 0 0 / m l )  p o s t - p a s t e u r i z a t i o n  c o n t a m i n a t e d  m i l k .  D a t a
2 5 8
s h o w n  i n  F i g u r e  6 8  i n d i c a t e d  t h a t  c o n t r o l  c h e e s e  h a d  
s i g n i f i c a n t l y  ( P  < . 0 5 )  l o w e r  c a p r i c ,  l a u r i c ,  p a l m i t i c ,  
s t e a r i c ,  o l e i c  a n d  l i n o l e n i c  a t  1 8 0  d  o f  a g i n g  t h a n  
c h e e s e  m a d e  f r o m  p s y c h r o t r o p h i c  ( P 27 )  c o n t a m i n a t e d  m i l k .  
T h e s e  o b s e r v a t i o n s  s u p p o r t e d  d a t a  o f  t h e  p r e v i o u s  s e c t i o n  
o f  t h i s  m a n u s c r i p t  ( T a b l e  2 6 ) .  I n  a d d i t i o n ,  p r e v i o u s  
i n v e s t i g a t o r s  ( R e i t e r ,  F r y e r  a n d  S h a r p ,  1 9 6 5 ;  S h a r p ,  
1 9 7 2 )  c o n c l u d e d  t h a t  p s y c h r o t r o p h i c  l i p a s e s  g a v e  r i s e  t o  
r a n c i d  f l a v o r e d  C h e d d a r  c h e e s e s  c o n t a i n i n g  h i g h  l e v e l s  o f  
f r e e  b u t y r i c  a c i d  a n d  h i g h e r  f a t t y  a c i d s .  C h r i s t e n  e t  
a l .  ( 1 9 8 0  a n d  1 9 8 4 )  c o n c l u d e d  t h a t  t h e  h i g h e s t  i n c i d e n c e  
o f  l i p o l y t i c  a c t i v i t y  a m o n g  t h e  p s y c h r o t r o p h i c  g r a m  
n e g a t i v e  f l o r a  o f  c o m m e r c i a l  r a w  m i l k  w a s  f o u n d  i n  
P s e u d o m o n a s  f l u o r e s c e n s  2 7  ( P 2 7 ) .
I n  a d d i t i o n ,  b y  6 0  d  s i g n i f i c a n t l y  ( P  < . 0 5 )  h i g h e r  
l i n o l e n i c  a c i d  c o n c e n t r a t i o n  w a s  n o t e d  i n  C h e d d a r  c h e e s e  
m a d e  f r o m  m i l k  c o n t a m i n a t e d  w i t h  p s y c h r o t r o p h s  a n d  
c o l i f o r m s  t h a n  t h e  c o n t r o l  c h e e s e  ( T a b l e  6 7 ) .  A s  n o t e d  
i n  F i g u r e  6 9 ,  1 8 0  d  c h e e s e  h a d  s i g n i f i c a n t l y  ( P  < . 0 0 1 )  
h i g h e r  l i n o l e n i c  a c i d  v a l u e  t h a n  3 0  d  c h e e s e  f o r  t h o s e  
m a d e  f r o m  m i l k  c o n t a m i n a t e d  w i t h  p s y c h r o t r o p h .
D a t a  r e v e a l e d  i n  F i g u r e  6 7  d e m o n s t r a t e  s i g n i f i c a n t l y  
( t o  a t  l e a s t  P < . 0 5 )  h i g h e r  v o l a t i l e  f a t t y  a c i d s  (C6 a n d  
C 8 )  i n  c h e e s e  c o n t a m i n a t e d  w i t h  p s y c h r o t r o p h s  t h a n  t h e  
c o n t r o l  c h e e s e .  P a t t o n  ( 1 9 6 3 )  c l a i m e d  t h a t  v o l a t i l e  
f a t t y  a c i d s  ( C 2 - C 8 )  w e r e  t h e  " b a c k b o n e "  o f  C h e d d a r  a r o m a
T a b l e  6 4 .  C o m p a r i s o n  o f  b u t y r i c  a c i d  o f  c o n t r o l  c h e e s e  w i t h  p s y c h r o t r o p h i c  a n d  c o l i -
f o r m  p o s t - p a s t e u r i z a t i o n  c o n t a m i n a t e d ,  h i g h  m o i s t u r e  and l o w  a c t i v i t y
s t a r t e r .
0 5 30  60 180  A v e r a g e
X
 ppm ------------------------------------------------------
C o n t r o l  1 8 . 4 2  A* 3 0 . 1 2  Ah* 2 2 . 3 1  A* 3 2 . 9 6  AC* 3 9 . 2 0  ABC* 2 8 . 6 2
P .  f l u o r e s c e n s
P 2 7  1 0 , 0 0 0 / m l  2 7 . 9 8  A 2 3 . 5 9  A 4 7 . 1 8  B 5 8 . 9 7  B 3 6 . 7 3  ARC 3 8 . 8 9
P .  f l u o r e s c e n s
P2 7  1 0 0 , 0 0 0 / i n l  4 1 . 8 9  AB 5 5 . 2 1  B 3 6 . 7 3  AB 2 5 . 4 6  C 5 8 . 7 4  A 4 3 . 6 1
C o l i f o r m
1 0 0 0 / m l  2 8 . 5 2  A 2 2 . 8 7  A 2 2 . 8 4  A 4 2 . 1 7  ABC 3 3 . 5 0  BC 2 9 . 4 8
H i g h  M o i s t u r e  4 7 . 2 3  B 4 0 . 9 6  AB 3 7 . 9 1  AB 6 2 . 5 9  B 3 6 . 1 7  ABC 4 4 . 9 7
Low B a c t e r i a l
A c t i v i t y  2 1 . 3 1  A 2 6 . 6 7  A 4 4 . 5 9  AB 1 8 . 6 7  C 5 0 . 2 9  AB 3 2 . 3 1
*Means  i n  a c o l u m n  n o t  f o l l o w e d  b y  t h e  s a m e  l e t t e r  d i f f e r  s i g n i f i c a n t l y  (P < . 0 5 ) .
to Ln 
vo
T a b l e  6 5 .  C o m p a r i s o n  o f  f r e e  f a t t y  a c i d s  ( C 6 - C 1 2 )  o f  c o n t r o l  c h e e s e  w i t h  p s y c h r o t r o ­
p h i c  a n d  c o l i f o r m  p o s t - p a s t e u r i z a t i o n  c o n t a m i n a t e d ,  h i g h  m o i s t u r e  a n d  l o w
a c t i v i t y  s t a r t e r  c h e e s e .
C a p r o i c  C a p r y l i c  C a p r i c  L a u r i e
T r e a t m e n t  C6 C8 CIO C l  2
----------------------------------------------------------------------------------------------------------- P P ^ ----------------------------------------------------------------------------------------------------------
C o n t r o l  1 2 . 5 7  A* 9 . 7 8  A* 2 3 . 4 3  A* 2 9 . 9 9  A*
P . f l u o r e s c e n s
P27  1 0 , 0 0 0 / m l  1 8 . 7 7  A 1 3 . 3 5  AB 3 0 . 9 8  AB 3 9 . 5 5  AB
P .  f l u o r e s c e n s
P27  1 0 0 , 0 0 0 / m l  2 5 . 3 6  B 1 6 . 6 0  B 3 8 . 5 0  B 5 2 . 5 8  B
C o l i f o r m
1 0 0 0 / m l  1 4 . 3 7  A 1 1 . 3 5  A 2 7 . 5 0  A 3 5 . 0 4  A
H i g h  M o i s t u r e  1 6 . 3 8  A 1 1 . 2 0  A 2 4 . 3 6  A 3 1 . 5 1  A
Low B a c t e r i a l
A c t i v i t y  1 6 . 8 9  A 1 3 . 4 8  AB 3 1 . 6 7  AB 4 2 . 4 3  AB
*Means  i n  a c o l u m n  n o t  f o l l o w e d  b y  t h e  same l e t t e r  d i f f e r  s i g n i f i c a n t l y  (P < . 0 0 1 ) .
T a b l e  6 6 . C o m p a r i s o n  o f  f r e e  f a t t y  a c i d s  ( C 1 4 - C 1 8 : 2 )  o f  c o n t r o l  c h e e s e  w i t h  p s y c h r o ­
t r o p h i c  an d  c o l i f o r m  p o s t - p a s t e u r i z a t i o n  c o n t a m i n a t e d ,  h i g h  m o i s t u r e  a nd
l o w  a c t i v i t y  s t a r t e r  c h e e s e .
M y r i s t i c  P a l m i t i c  S t e a r i c  O l e i c  L i n o l e i c
T r e a t m e n t  C14  C16 C18 C 1 8 : 1  C 1 8 : 2
   ppm ----------------------------------------------------------------
C o n t r o l  1 0 4 . 1 1  A* 3 3 6 . 9 5  A* 2 0 0 . 8 4  A* 2 3 1 . 7 6  A* 3 8 . 8 5  A*
P . f l u o r e s c e n s
P27  1 0 , 0 0 0 / m l  1 3 5 . 6 5  AB 4 6 8 . 8  AB 3 1 8 . 8 4  BC 2 8 1 . 4 1  A 4 3 . 1 6  A
P .  f l u o r e s c e n s
P2 7  1 0 0 , 0 0 0 / m l  1 6 8 . 8 2  B 5 5 8 . 6 4  B 3 6 2 . 0 1  C 4 0 5 . 5 5  B 5 9 . 1 1  B
C o l i f o r m
1 0 0 0 / m l  1 1 3 . 6 2  A 3 5 9 . 4 9  A 1 9 1 . 1 2  A 2 5 9 . 4 5  A 3 9 . 2 1  A
H i g h  M o i s t u r e  1 0 0 . 7 1  A 3 5 3 . 3 0  A 2 3 9 . 2 7  AB 1 9 7 . 3 2  A 3 0 , 9 0  A
Low B a c t e r i a l
A c t i v i t y  1 2 5 . 5 8  A 3 9 1 . 6 6  A 1 9 4 . 6 6  A 2 4 2 . 9 3  A 3 8 . 0 3  A
*Means  n o t  f o l l o w e d  b y  t h e  sam e  l e t t e r  d i f f e r  s i g n i f i c a n t l y  (P  < . 0 0 1 ) .
T a b l e  6 7 .  C o m p a r i s o n  o f  l i n o l e n i c  a c i d  o f  c o n t r o l  c h e e s e  w i t h  p s y c h r o t r o p h i c  a n d
f o r m  p o s t - p a s t e u r i z a t i o n  c o n t a m i n a t e d ,  h i g h  m o i s t u r e  a nd  l o w  a c t i v i t y
s t a r t e r  c h e e s e .
_______________________ p a y s _________________
5 30  60 1 8 0
C o n t r o l
P .  f l u o r e s c e n s  
P27  1 0 , 0 0 0 / m l
P .  f l u o r e s c e n s  
P27  1 0 0 , 0 0 0 / m l
C o l i f o r m
1 0 0 0 / m l
H i g h  M o i s t u r e
Low B a c t e r i a l  
A c t i v i t y
0 A*
0 A 
0 A
0 A 
0 A
0 A
0 A*
0 A
7 . 9 4  B
0 A
0 A
0 A
 p p m---------------------------------
0 A* 0 A*
0 A 
2 4 . 1 3  B
1 8 . 7 6  C 
0 A
0 A
1 5 . 4 8  B 
1 8 . 2 2  B
1 7 . 8 3  B 
0 A
0 A
1 6 . 0 7  A*
1 8 . 3 6  A 
2 7 . 6 1  B
1 7 . 7 6  A 
0 C
0 C
*M eans  i n  a c o l u m n  n o t  f o l l o w e d  b y  t h e  s a m e  l e t t e r  d i f f e r  s i g n i f i c a n t l y  (P < . 0 5 ) .
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F i g u r e  8 7 .  F r e e  f a t t y  a c i d  p r o f i l e  o f  p s y c h r o t r o p h i c - p o s t  p a s t e u r i z a ­
t i o n  c o n t a m i n a t e d  C h e d d a r  c h e e s e  v e r s u s  c o n t r o l  a t  30  d a y s  
a g i n g .
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Figure 68 . Free fatty acid profile of
psychrotroph-post pasteurization 
contaminated Cheddar cheese 
versus control at 180 dayB of aging.
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F r e e  f a t t y  a c i d  p r o f i l e  o f  p s y c h r o t r o p h i c -  
p o s t  p a s t e u r i z a t i o n  c o n t a m i n a t e d  C h e d d a r  
c h e e s e  a t  3 0  d a y s  v e r s u s  1 8 0  d a y s .
2 6 6
w h i l e  M a n n i n g  a n d  P r i c e  { 1 9 7 7 )  c l a i m e d  t h a t  t h e s e  a c i d s  
w e r e  o n l y  i m p o r t a n t  i n  t h e  b a c k g r o u n d  t a s t e  o f  t h e  
c h e e s e .  A l s o ,  K o s i k o w s k i  a n d  I w a s a k i  ( 1 9 7 5 ) ;  S o o d  a n d  
K o s i k o w s k i  ( 1 9 7 9 )  a n d  Woo  e t  a l .  ( 1 9 8 4 )  s u g g e s t e d  t h a t  
i n c r e a s e d  f r e e  v o l a t i l e  f a t t y  a c i d s  ( s h o r t - c h a i n  FFA)  i n  
l i p a s e - t r e a t e d  A m e r i c a n  C h e d d a r  i n c r e a s e  i t s  f l a v o r  
i n t e n s i t y ,  p r o v i d e d  t h a t  h i g h  r a n c i d i t y - i n d u c i n g  l i p a s e  
l e v e l s  a r e  a v o i d e d .  I n  a d d i t i o n ,  Woo  e t  a l .  ( 1 9 8 2 )  
c o n c l u d e d  t h a t  s o m e  a p p a r e n t l y  f i n e - f l a v o r e d  C h e d d a r  
c h e e s e s  h a v e  l o w  c o n c e n t r a t i o n  o f  t h e  s h o r t - c h a i n  FFA.
D a t a  r e v e a l e d  i n  F i g u r e s  7 0  a n d  7 1  d e m o n s t r a t e  a 
s i g n i f i c a n t  ( P  < . 0 5 )  d i f f e r e n c e  i n  c a p r i c  a n d  l a u r i c  a t  
3 0  d a n d  c a p r y l i c  a n d  l i n o l e n i c  a t  1 8 0  d b e t w e e n  c h e e s e  
m a d e  f r o m  b u l k  s t a r t e r  w i t h  b a c t e r i a l  a c t i v i t y  v e r s u s  t h e  
c o n t r o l  c h e e s e .  B y  3 0  d  t h e  c o n t r o l  c h e e s e  h a d  
s i g n i f i c a n t l y  ( P  < . 0 5 )  l o w e r  c a p r i c  a n d  1 a u r i c  a c i d  
v a l u e s .  By 1 8 0  d t h e  c o n t r o l  c h e e s e  h a d  s i g n i f i c a n t l y  (P
< . 0 5 )  l o w e r  c a p r y l i c  a c i d  v a l u e  a n d  h i g h e r  l i n o l e n i c  
a c i d  v a l u e  t h a n  c h e e s e  m a d e  f r o m  b u l k  s t a r t e r - w i t h  l o w  
b a c t e r i a l  a c t i v i t y .
D a t a  r e v e a l e d  i n  F i g u r e  72  d e m o n s t r a t e d  t h a t  b y  1 8 0  
d t h e  c o n t r o l  c h e e s e  h a d  s i g n i f i c a n t l y  ( P  < . 0 5 )  h i g h e r  
l i n o l e n i c  a c i d  v a l u e  t h a n  t h e  h i g h  m o i s t u r e  C h e d d a r  
c h e e s e .  By 30  d t h e  c o n t r o l  c h e e s e  h a d  s i g n i f i c a n t l y  (P
< . 0 5 )  l o w e r  l i n o l e n i c  a c i d  v a l u e  t h a n  c h e e s e  
c o n t a m i n a t e d  w i t h  c o l i f o r m  ( F i g u r e  7 3 ) .  I n  a d d i t i o n ,
2 67
h i g h  m o i s t u r e  C h e d d a r  c h e e s e  h a d  s i g n i f i c a n t l y  (P < , 0 5 )  
h i g h e r  s t e a r i c  a c i d  v a l u e  a t  1 8 0  t h a n  a t  3 0  d  ( F i g u r e  
7 4 ) .  F i n a l l y ,  d a t a  a g r e e  w i t h  t h e  c o n c l u s i o n  o f  C o g a n  
( 1 9 8 0 )  w h e n  h e  r e p o r t e d  t h a t  t h e  d e t e r i o r a t i v e  e f f e c t  o f  
h e a t - r e s i s t a n t  m i c r o b i a l  l i p a s e s  o n  c h e e s e  q u a l i t y  w a s  
d u e  t o  p s y c h r o t r o p h i c  b a c t e r i a .  A l s o ,  i t  w a s  f o u n d  t h a t  
P s e u d o m o n a s  f l u o r e s c e n s  2 7  ( P 2 7 )  d e m o n s t r a t e d  p h o s p h o l i -  
p a s e s  a c t i v i t y  o n  l e c i t h i n  a g a r  w h e r e  i t  p r o d u c e d  c l e a n  
z o n e s  a r o u n d  t h e  c o l o n i e s .  T h e s e  z o n e s  w e r e  a t t r i b u t e d  
t o  a c t i v i t y  o f  p h o s p h o l i p a s e  A  ^ o r  A 2 d u e  t o  t h e  
f o r m a t i o n  o f  w a t e r - s o l u b l e  l y s o l e c i t h i n  ( C h r i s o p e  e t  a l . ,  
1 9 7 6 ) .
I n  g e n e r a l ,  f a t  p l a y s  a  v e r y  i m p o r t a n t  r o l e  i n  t h e  
d e v e l o p m e n t  o f  a  g o o d  t e x t u r e ,  a n d  i t  i s  w e l l  k n o w n  t h a t  
a  h i g h e r  f a t  c o n t e n t  l e a d s  t o  a  l e s s  f i r m  a n d  e l a s t i c  
b o d y .  T h e s e  d i f f e r e n c e s  c a n  b e  e x p l a i n e d  b y  t h e  p r e s e n c e  
o f  m o r e  p r o t e i n  m a t r i x  i n  t h e  c h e e s e  ( E m m o n s  e t  a l . ,  
1 9 8 0 ) .
T h e  n o r m a l  l e v e l s  o f  f a t t y  a c i d s  f o u n d  i n  c h e e s e  
( a p p r o x i m a t e l y  5 0 0  p p m )  r e p r e s e n t  a m o u n t s  w e l l  a b o v e  
t y p i c a l  f l a v o r  a n d  a r o m a  t h r e s h o l d s ,  r a n g i n g  f r o m  0 . 3 - 1 0 0  
p p m  ( B a l d w i n  e t  a l . ,  1 9 7 3  ) .  T h u s ,  t h e  f a t t y  a c i d s  w o u l d  
b e  e x p e c t e d  t o  c o n t r i b u t e  t o  t h e  o v e r a l l  o r g a n o l e p t i c  
q u a l i t i e s  o f  C h e d d a r  c h e e s e .
By n u m  e t  a l .  ( 1 9 8 4 )  r e p o r t e d  t h a t  l a r g e  i n c r e a s e s  o f  
t o t a l  f r e e  f a t t y  a c i d s  i n  a  C h e d d a r  c h e e s e  s a m p l e  c o r r e ­
l a t e d  w i t h  d e v e l o p m e n t  o f  r a n c i d  f l a v o r s .  M o r e o v e r ,
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F i g u r e  7 0 .  F r e e  f a t t y  a c i d  p r o f i l e  ( C 1 0 - C 1 2 )  o f  C h e d d a r  
c h e e s e  m a d e  f r o m  b u l k  s t a r t e r  w i t h  l o w  b a c ­
t e r i a l  a c t i v i t y  v e r s u s  c o n t r o l  a t  3 0  d a y s  o f  
a g i n g .
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Free fatty acid
F r e e  f a t t y  a c i d  p r o f i l e  ( C 8 ,  C l 8 : 3 )  o f  
C h e d d a r  c h e e s e  m a d e  f r o m  b u l k  s t a r t e r  w i t h  
l o w  b a c t e r i a l  a c t i v i t y  v e r s u s  c o n t r o l  a t  
1 8 0  d a y s  o f  a g i n g .
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f a t t y  a c i d
F i g u r e  7 2 .  F r e e  f a t t y  a c i d  p r o f i l e  ( C 1 8 : 3 )  o f  h i g h
m o i s t u r e  C h e d d a r  c h e e s e  v e r s u s  c o n t r o l  a t  
1 8 0  d a y s  o f  a g i n g .
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F i g u r e  7 3 .  F r e e  f a t t y  a c i d  p r o f i l e  ( C 1 8 : 3 )  o f  c o l i f o r m  
c o n t a m i n a t e d  C h e d d a r  c h e e s e  v e r s u s  c o n t r o l  
a t  3 0  d a y s  o f  a g i n g .
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Free fatty acid
F i g u r e  7 4 .  F r e e  f a t t y  a c i d  p r o f i l e  ( C l 8 } o f  h i g h  m o i s ­
t u r e  C h e d d a r  c h e e s e  a t  3 0  d a y s  v e r s u s  1 8 0
d a y s  o f  a g i n g .
2 7 3
p h o s p h o l i p i d s  i n  t h e  c h e e s e s  d e c r e a s e d  b y  5 0 - 7 0 %  d u r i n g  
t h e  6 mo  r i p e n i n g .  T h e  b r e a k d o w n  o f  p h o s p h o l i p i d s  d u r i n g  
r i p e n i n g  o f  C h e d d a r  c h e e s e s  w a s  a t t r i b u t e d  t o  
p h o s p h o 1 i p a s e s  p r o d u c e d  b y  p s y c h r o t r o p h i c  b a c t e r i a  
( C h r i s o p e  a n d  M a r s h a l l ,  1 9 7 6 ) .
P r e d i c t i o n  o f  C h e e s e  F l a v o r
U s i n g  s t e p w i s e  r e g r e s s i o n  i n  " P a r t  I , "  a n d  t h e  
v a r i a b l e s  o n  0 ,  5 a n d  3 0  d ,  r e g r e s s i o n  e q u a t i o n s  w e r e  
f o r m u l a t e d  t o  p r e d i c t  t h e  f l a v o r  o f  C h e d d a r  c h e e s e  o n  1 8 0  
d .  D a t a  i n  " P a r t  I I "  o f  t h i s  r e s e a r c h  w e r e  u t i l i z e d  i n  
t h e  s a m e  m a n n e r  i n  o r d e r  t o  t e s t  t h e  r e p e a t a b i l i t y  o f  
e q u a t i o n s  e s t a b l i s h e d  i n  " P a r t  I . "  A l t h o u g h  v a r i a b l e s  i n  
t h e  r e g r e s s i o n  e q u a t i o n s  o f  " P a r t  I I "  d i f f e r e d  f r o m  " P a r t  
I , "  c e r t a i n  s i m i l a r i t i e s  d i d  e x i s t  w h i c h  m a y  b e  b e n e ­
f i c i a l  i n  f l a v o r  p r e d i c t i o n .
W h e n  s t e p w i s e  r e g r e s s i o n  w a s  u s e d  i n  " P a r t  I I "  
w i t h o u t  i n c l u s i o n  o f  f r e e  f a t t y  a c i d s  a s  s h o w n  ( T a b l e  
6 8 ) ,  t h e  s u b s t i t u t i o n  o f  c o l i f o r m  a n d  s a l t  a t  5 d ,  
s t r e p t o c o c c i  c o u n t  a t  3 0  d ,  p r o p i o n i c  a c i d  v a l u e  a t  0 d 
a n d  a c e t o n e  a t  3 0  d ( T a b l e  6 8 ) ,  r e v e a l e d  a  r e g r e s s i o n  
e q u a t i o n  w i t h  a  c o e f f i c i e n t  o f  d e t e r m i n a t i o n  (R ) o f  . 7 9 .  
T h i s  m e a n t  t h a t  79% o f  t h e  v a r i a t i o n  i n  f l a v o r  c o u l d  b e  
e x p l a i n e d  b y  c h a n g e s  i n  t h e s e  v a r i a b l e s .  W i t h  i n c l u s i o n  
o f  f r e e  f a t t y  a c i d s  t o  a l l  o t h e r  v a r i a b l e s ,  t h e  
s u b s t i t u t i o n  o f  a c e t i c  a c i d  a t  5 d ,  l a c t i c  a n d  p a l m i t i c  
a c i d  a t  3 0  d a s  s h o w n  ( T a b l e  6 9 ) ,  r e v e a l e d  a  r e g r e s s i o n
p
T a b l e  6 8 . R e g r e s s i o n  c o e f f i c i e n t s  f o r  e q u a t i o n  t o  p r e d i c t  r i p e n e d  C h e d d a r  c h e e s e
f l a v o r  b y  a n a l y s i s  o f  y o u n g  c h e e s e .
Mean
V a r i a b l e  b  V a l u e  P r o b . > F  R F l a v o r
     S c o r e
I n t e r c e p t  2 . 5 9 7
XI C o l i f o r m  { d a y  5) -  . 3 0 3 1 . 0 0 8 2
X2 S a l t  ( d a y  5) 2 . 2 . 6 7 1 . 0 0 3 3
X3 S t r e p t o c o c c i  { d a y  3 0 ) 0 . 3 9 0 8 . 0 0 0 3
X4 P r o p i o n i c  ( d a y  0 ) -  . 0 0 4 3 . 0 0 2 3
X5 A c e t o n e  ( d a y  3 0 ) - 2 . 3 2 1 3 . 0 2 2 1
^ F l a v o r  a t  d  1 8 0 .
p
R e g r e s s i o n  e q u a t i o n  c a l c u l a t e d  a s  f o l l o w s :
Y = ( 2 . 5 9 7 ) + ( - . 3 0 3 1 ) ( X I ) + ( 2 . 2 6 7 ) ( X 2 ) + ( 0 . 3 9 0 8 ) ( X 3 ) + ( - . 0 0 4 3 ) (X4)  + ( - 2 . 3 2 1 3 ) (X5)
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T a b l e  6 9 .  R e g r e s s i o n  c o e f f i c i e n t s  f o r  e q u a t i o n -1 t o  p r e d i c t  r i p e n e d  C h e d d a r  c h e e s e
f l a v o r  b y  a n a l y s i s  o f  y o u n g  c h e e s e .
Mean
V a r i a b l e b V a l u e P r o b . > F R2 F l a v o r
S c o r e
I n t e r c e p t 6 . 4 7 7
XI A c e t i c  A c i d  ( d a y  5) . 0 2 1 1 0 . 0 0 0 1 0 . 9 4 7 . 1 0
X2 L a c t i c  A c i d  ( d a y  3 0 ) - . 0 0 0 1 0 . 0 0 1 9
X3 P a l m i t i c  A c i d  ( d a y  3 0 ) - . 0 0 1 6 0 . 0 1 6 3
( C l  6)
■ ^ F l a v o r  a t  d  1 8 0 .
R e g r e s s i o n  e q u a t i o n  c a l c u l a t e d  a s  f o l l o w s :
Y = ( 6 . 4 7 7 ) + ( 0 . 0 2 1 1 ) ( X I ) + ( - . 0 0 0 1 ) ( X 2 ) + ( - . 0 0 1 6 ) (X3)
275
T a b l e  7 0 .  R e g r e s s i o n  c o e f f i c i e n t s  f o r  e q u a t i o n  t o  p r e d i c t  r i p e n e d  C h e d d a r  c h e e s e
f l a v o r 1 b y  a n a l y s i s  o f  y o u n g  c h e e s e  i n c l u d i n g  a d d i t i o n a l  v a r i a b l e s .
V a r i a b l e b V a l u e P r o b . > F
Mean
R F l a v o r  
S c o r e
I n t e r c e p t 1 4 . 4 3 3
XI pH ( d a y  0 ) - 2 . 3 5 0 2 0 . 0 4 1 0 . 9 9 6  7 . 1 0
X2 S a l t  ( d a y  3 0 ) 1 . 3 0 6 5 0 . 0 1 9
X3 L a c t i c  A c i d  ( d a y  5 ) 0 . 0 0 0 2 0 . 0 0 6
X4 A c e t i c  A c i d  ( d a y  5) 0 . 0 2 5 4 0 . 0 0 0 1
X5 L a c t i c  A c i d  ( d a y  3 0 ) - 0 . 0 0 0 2 0 . 0 0 1 0
X6 H u l l  ( d a y  3 0 ) - 0 . 0 1 7 3 0 . 0 0 1 1
X7 L a u r i e  A c i d  ( d a y  3 0 ) 0 . 0 1 3 1 0 . 1 2 9
X8 P a l m i t i c  A c i d  ( d a y  3 0 ) - 0 . 0 0 2 5 0 . 0 1 7
^ F l a v o r  a t  d  1 8 0 .
R e g r e s s i o n  e q u a t i o n  c a l c u l a t e d  a s  f o l l o w s :
Y = ( 1 4 . 4 3 3 ) + ( - 2 . 3 5 0 ) ( X l ) + ( 1 . 3 0 6 ) ( X 2 ) + ( 0 . 0 0  0 2 ) ( X 3 ) + ( 0 . 0 2 5 ) ( X 4 ) + ( - 0 . 0 0 0 2 ) ( X 5 ) +  
( - . 0 1 7 3 ) ( X 6 ) + ( 0 . 0 1 3 1 ) ( X 7 J + C - . 0 0 2 5 ) { X 8 )
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e q u a t i o n  w i t h  a  c o e f f i c i e n t  o f  d e t e r m i n a t i o n  ( R2 ) o f  . 9 4 .  
T h i s  m e a n t  t h a t  94% o f  t h e  v a r i a t i o n  i n  f l a v o r  c o u l d  b e  
e x p l a i n e d  b y  c h a n g e s  i n  t h e s e  v a r i a b l e s .  W i t h  t h e .  
a d d i t i o n  o f  m o r e  v a r i a b l e s  a s  s h o w n  ( T a b l e  7 0 ) ,  t h e  R 2 
c o u l d  b e  i n c r e a s e d  t o  . 9 9 6 .  T h e  d e t e r m i n a t i o n  o f  t h i s  
m a n y  v a r i a b l e s  w o u l d  b e  u n w i e l d y  f o r  m o s t  d a i r y  p l a n t  
l a b o r a t o r i e s .  I n  a d d i t i o n ,  s i g n i f i c a n t  c o r r e l a t i o n s  o f  
a c e t i c  a c i d  t o  f l a v o r  w e r e  o b s e r v e d  o n  0 d ( T a b l e  3 1 )  a n d  
3 0  d  ( T a b l e  3 3 )  i n  " P a r t  I "  o f  t h i s  r e s e a r c h  a n d  o n  5 d 
( T a b l e s  6 9  a n d  7 0 )  i n  " P a r t  I I " .  T h i s  i n d i c a t e s  t h a t  
a c e t i c  a c i d  m a y  b e  i n v o l v e d  d i r e c t l y  o r  s e r v e s  a s  a  g o o d  
i n d i c a t o r  o f  C h e d d a r  c h e e s e  f l a v o r .
A l s o ,  s i g n i f i c a n t  c o r r e l a t i o n s  o f  pH t o  f l a v o r  w e r e  
o b s e r v e d  o n  5 d  ( T a b l e  3 1 ) ,  0 d  ( T a b l e s  3 2  a n d  3 3 )  i n
" P a r t  I "  o f  t h i s  r e s e a r c h  a n d  o n  0 d  ( T a b l e  7 0 )  i n  " P a r t  
I I " .  L i k e w i s e ,  t h i s  i n d i c a t e s  t h a t  pH m a y  b e  i n v o l v e d  
d i r e c t l y  o r  s e r v e s - a s  a  g o o d  i n d i c a t o r  o f  C h e d d a r  c h e e s e  
f l a v o r .  A l s o  o b s e r v e d  w a s  a  s i g n i f i c a n t  n e g a t i v e  
c o r r e l a t i o n  o f  p r o t e o l y t i c  a c t i v i t y  a t  5 d  a s  m e a s u r e d  b y  
t h e  H u l l  T e s t  ( T a b l e  3 3 }  i n  " P a r t  I "  a n d  a t  3 0  d  ( T a b l e  
7 0 )  i n  " P a r t  I I "  i n d i c a t i n g  t h a t  t h e  h i g h e r  t h e  
p r o t e o l y t i c  a c t i v i t y  i n  y o u n g  c h e e s e ,  t h e  l o w e r  t h e  
f l a v o r  s c o r e  a t  1 8 0  d .
T h e  m o i s t u r e  c o n t e n t  w h i c h  a c c o u n t e d  f o r  m u c h  o f  t h e  
v a r i a t i o n  i n  f l a v o r  i n  " P a r t  I "  ( T a b l e s  29  a n d  3 1 )  a n d  i n  
" P a r t  I I "  ( T a b l e  3 4 ) ,  d i d  n o t  a p p e a r  i n  t h e  r e g r e s s i o n
2 7 8
e q u a t i o n s  o f  " P a r t  I I "  ( T a b l e s  6 8 ,  6 9  a n d  7 0 ) .  E v e n  s o ,  
s i g n i f i c a n t  c o r r e l a t i o n  o f  t h e  m o i s t u r e  c o n t e n t  t o  
C h e d d a r  c h e e s e  f l a v o r  w a s  o b s e r v e d  o n  0 d  { T a b l e s  29  a n d  
3 1 ) .  T h u s ,  i t  w a s  c o n c l u d e d  t h a t  t h e  m o i s t u r e  c o n t e n t  o f  
c h e e s e  m a y  s t i l l  b e  u s e f u l  i n  f l a v o r  p r e d i c t i o n .
T h e  d a t a  i n  " P a r t s  I  a n d  I I "  o f  t h i s  r e s e a r c h  d i d  
n o t  g i v e  a n  a b s o l u t e  p r e d i c t i o n  o f  f l a v o r ;  h o w e v e r ,  d a t a  
w e r e  u s e f u l  i n  p r o v i d i n g  a v e n u e s  f o r  a d d i t i o n a l  s t u d y .  
F u r t h e r  t e s t i n g  o f  t h e s e  e q u a t i o n s  ( T a b l e s  3 1 ,  3 2 ,  3 3 ,  
6 8 ,  6 9  a n d  7 0 )  o n  a c t u a l  s a m p l e s  w o u l d  b e  n e c e s s a r y
b e f o r e  d e f i n i t e  c o n c l u s i o n s  c o u l d  b e  d r a w n .
CHAPTER V 
SUMMARY AND CONCLUSIONS
T h e  m a i n  o b j e c t i v e  o f  t h i s  r e s e a r c h  w a s  t o  d e t e r r  
m i n e  w h a t  e f f e c t  p s y c h r o t r o p h i c  c o n t a m i n a t i o n  o f  r a w  a n d  
p a s t e u r i z e d  m i l k ,  p o s t - p a s t e u r i z a t i o n  c o n t a m i n a t i o n  w i t h  
c o l i f o r m s ,  h i g h  m o i s t u r e  c u r d  a n d  l o w  a c t i v i t y  s t a r t e r  
w o u l d  h a v e  o n  m a j o r  c h e m i c a l  c o m p o n e n t s ,  y i e l d  a n d  f l a v o r  
o f  C h e d d a r  c h e e s e .  I t  w a s  a l s o  o f  i n t e r e s t  t o  e s t a b l i s h  
c h e m i c a l  p r o f i l e s  o f  " g o o d "  v e r s u s  " b a d "  C h e d d a r  c h e e s e  
a n d  t o  g a i n  i n f o r m a t i o n  w h i c h  w o u l d  a i d  i n  t h e  p r e d i c t i o n  
o f  r i p e n e d  C h e d d a r  c h e e s e  f l a v o r  b y  a n a l y s i s  o f  y o u n g  
c h e e s e .
U n d e r  c o n d i t i o n s  o f  t h i s  s t u d y ,  t h e  s i g n i f i c a n t  
( P  < . 0 0 1 )  h i g h e s t  m e a n  f l a v o r  a n d  b o d y / t e x t u r e  s c o r e s  
o v e r  a l l  d a y s  o f  s t o r a g e  w e r e  o b s e r v e d  i n  c o n t r o l  c h e e s e .  
I n  a d d i t i o n ,  t h e  s i g n i f i c a n t  ( P  < . 0 0 1 )  l o w e s t  m e a n  
f l a v o r  a n d  b o d y / t e x t u r e  s c o r e s  w e r e  o b s e r v e d  i n  a l l  o t hex*  
t r e a t e d  c h e e s e s .  T h e  p r e d o m i n a n t  f l a v o r  c r i t i c i s m s  a t  
1 8 0  d  o f  c h e e s e  t r e a t e d  w i t h  p s y c h r o t r o p h s , c o l i f o r m s  
a n d  h i g h  m o i s t u r e  c u r d  w e r e  b i t t e r  a n d  u n c l e a n .  A l s o ,  
h i g h  m o i s t u r e  c h e e s e  e x h i b i t e d  f e r m e n t e d  a n d  w h e y  t a i n t  
i n  a d d i t i o n  t o  t h e  b i t t e r  a n d  u n c l e a n  f l a v o r s .  T h e  
p r e d o m i n a n t  b o d y / t e x t u r e  c r i t i c i s m s  n o t e d  a t  6 0  a n d  1 8 0  d 
i n  p s y c h r o t r o p h i c  t r e a t e d  c h e e s e  w e r e  w e a k  a n d  o p e n  w h i l e
2 7 9
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i n  h i g h  m o i s t u r e  c h e e s e  t h e  c r i t i c i s m s  w e r e  w e a k  a n d  
p a s t y .  I n  c o l i f o r m - t r e a t e d  c h e e s e ,  t h e  p r e d o m i n a n t  
c r i t i c i s m s  w e r e  o p e n  a n d  g a s s y .  A l l  c h e e s e s  m a d e  w i t h  
p s y c h r o t r o p h i c  c o n t a m i n a t e d  r a w  m i l k  r e s u l t e d  i n  c h e e s e  
w i t h  s i g n i f i c a n t l y  ( P  < . 0 0 1 )  h i g h e r  m o i s t u r e  c o n t e n t  
t h a n  t h e  c o n t r o l .
C h e d d a r  c h e e s e  y i e l d  d e c r e a s e d  a s  c o u n t s  o f  
p s y c h r o t r o p h s  i n  r a w  m i l k  d e c r e a s e d  d u r i n g  s t o r a g e .  T h i s  
c o u l d  b e  r e l a t e d  w i t h  i n c r e a s e s  i n  p r o t e o l y s i s  o f  t h e  r a w  
m i l k .  H i g h  m o i s t u r e  c h e e s e  h a d  s i g n i f i c a n t l y  (P < . 0 0 1 )  
h i g h e r  c h e e s e  y i e l d  t h a n  t h e  c o n t r o l  a n d  o t h e r  t r e a t e d  
c h e e s e s .  A s i g n i f i c a n t  ( P  < . 0 0 1 )  d r o p  i n  m o i s t u r e  c o n ­
t e n t  a n d  i n c r e a s e s  i n  pH a n d  s a l t  c o n t e n t  w i t h  a g i n g  o f  
c h e e s e  w e r e  o b s e r v e d .
R e s u i t s  o f  HPLC a n a l y s i s  i n d i c a t e d  s i g n i f i c a n t  
( P  < . 0 0 1 )  i n c r e a s e s  o f  c i t r i c ,  p y r u v i c ,  l a c t i c ,  f o r m i c ,  
a c e t i c  a n d  p r o p i o n . i c  a c i d s  w i t h  a g i n g ;  o n l y  o r o t i c  a c i d  
d e c r e a s e d  w i t h  a g i n g .  R e s u l t s  f r o m  g a s  c h r o m a t o g r a p h i c  
a n a l y s i s  o f  f r e e  f a t t y  a c i d s  {FFA) i n d i c a t e d  s i g n i f i c a n t  
( t o  a t  l e a s t  . 0 5 )  i n c r e a s e s  o f  b u t y r i c ,  c a p r o i c ,  
c a p r y l i c ,  c a p r i c ,  l a u r i c ,  m y r i s t i c ,  p a l m i t i c  a n d  o l e i c  
a c i d s  w i t h  a g i n g  o f  t h e  c h e e s e .  K e t o n e s  ( f a t - d e r i v e d  
f l a v o r  c o m p o u n d s )  w e r e  a l s o  i m p l i c a t e d  i n  C h e d d a r  f l a v o r .  
R e s u l t s  i n d i c a t e d  t h a t  6 0  a n d  1 8 0  d c h e e s e  h a d  s i g n i f i ­
c a n t l y  {P < . 0 0 1 )  h i g h e r  a c e t o n e  a n d  2 - b u t a n o n e  v a l u e s  
a n d  l o w e r  2 - p e n t a n o n e  v a l u e s  t h a n  c h e e s e  a t  t h e  o t h e r  
d a y s .
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Y o u n g  C h e d d a r  c h e e s e  c o n t a i n e d  l o w  c o n c e n t r a t i o n s  o f  
i n d i v i d u a l  f r e e  f a t t y  a c i d s  a n d  a g e d  d e s i r a b l y - f l a v o r e d  
C h e d d a r  c h e e s e  h a d  i n t e r m e d i a t e  c o n c e n t r a t i o n s  o f  i n d i v i ­
d u a l  F F A .
A l l  t h e  m i c r o b i o l o g i c a l  c o u n t s  s h o w e d  t h a t  l a c t o -  
b a c i l l i ,  s t r e p t o c o c c i  a n d  t o t a l  a e r o b i c  c o u n t s  t e n d e d  t o  
d e c r e a s e  w i t h  d a y s  o f  s t o r a g e  a n d  w e r e  s i g n i f i c a n t l y  
( P  < . 0 0 1 )  l o w e r  a t  b o t h  6 0  a n d  1 8 0  d .  A t  0 d  b o t h  
p s y c h r o t r o p h i c  a n d  c o l i f o r m  c o u n t s  w e r e  s i g n i f i c a n t l y  
( P  < . 0 0 1 )  h i g h e r  t h a n  t h e  o t h e r  d a y s .
M e a n  c h e m i c a l  p r o f i l e s  o f  " g o o d "  v e r s u s  " b a d "  
C h e d d a r  c h e e s e  o v e r  a l l  d a y s  o f  s t o r a g e  w e r e  c o m p a r e d  t o  
n o t e  s i m i l a r i t i e s  a n d  d i f f e r e n c e s  i n  c o m p o s i t i o n .  
S t a t i s t i c a l l y  s i g n i f i c a n t  ( P  < . 0 0 1 )  h i g h e r  l e v e l s  o f  
c i t r a t e ,  a c e t o n e ,  2 - b u t a n o n e ,  p r o t e o l y t i c  a c t i v i t y ,  
l a c t a t e ,  e t h a n o l ,  p r o p a n o l ,  f o r m a t e ,  m o i s t u r e  a n d  p r o p i o ­
n a t e  w h i l e  l o w e r  l e v e l s  o f  a c e t a t e ,  2 - p e n t a n o n e ,  
p y r u v a t e ,  pH a n d  s a l t  c o n t e n t  w e r e  o b s e r v e d  i n  " b a d "  
C h e d d a r  c h e e s e  a s  o p p o s e d  t o  " g o o d "  C h e d d a r  c h e e s e .  I n  
a d d i t i o n ,  f i n e - f l a v o r e d  C h e d d a r  c h e e s e  h a d  l o w  
c o n c e n t r a t i o n  o f  t h e  s h o r t - c h a i n  F F A .  A l l  c h e e s e  m a d e  
w i t h  p s y c h r o t r o p h - t r e a t e d  m i l k  h a d  s i g n i f i c a n t l y  
( P  < . 0 5 }  h i g h e r  s h o r t  a n d  l o n g  c h a i n  FFA.
B y  u s i n g  s t e p w i s e  r e g r e s s i o n  a s  i n  " P a r t s  I  a n d  I I "  
a n d  t h e i r  v a r i a b l e s  o n  0 ,  5 a n d  3 0  d ,  i t  i s  p o s s i b l e  t o  
p r e d i c t  w i t h  a  f a i r  d e g r e e  o f  a c c u r a c y  t h e  q u a l i t y  o f  t h e  
C h e d d a r  c h e e s e  a t  1 8 0  d .
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C o n c l u s i o n s ,  b a s e d  o n  d a t a  c o l l e c t e d  i n  t h i s  s t u d y ,
a r e  a s  f o l l o w s :
1 . )  C o n t r o l  c h e e s e  h a d  s i g n i f i c a n t l y  s u p e r i o r  f l a v o r ,  
b o d y  a n d  t e x t u r e  t h a n  c h e e s e  m a d e  f r o m  t h e  c o n t a m i ­
n a t i n g  f l o r a  ( E .  a e r o q e n e s  a n d  P .  f l u o r e s c e n s ) ,  
h i g h  m o i s t u r e  a n d  b u l k  s t a r t e r  w i t h  l o w  b a c t e r i a l  
a c t i v i t y .  I n  a d d i t i o n ,  t h e  p r e d o m i n a n t  f l a v o r s  o f  
1 8 0  d c h e e s e  m a d e  w i t h  p s y c h r o t r o p h -  a n d  c o l i f o r m -  
t r e a t e d  m i l k  a n d  h i g h  m o i s t u r e  c u r d  w e r e  b i t t e r  a n d  
u n c l e a n .
2 . )  T h e  y i e l d  o f  t h e  c o n t r o l  c h e e s e  w a s  s i g n i f i c a n t l y  
h i g h e r  t h a n  t h a t  m a d e  w i t h  p s y c h r o t r o p h - t r e a t e d  r a w  
m i l k .
3 . )  A l l  c h e e s e  m a d e  w i t h  p s y c h r o t r o p h - t r e a t e d  m i l k  h a d  
s i g n i f i c a n t l y  h i g h e r  s h o r t  a n d  l o n g  c h a i n  f r e e  f a t t y  
a c i d s  t h a n  t h e  c o n t r o l .  I n  a d d i t i o n ,  f i n e - f l a v o r e d  
C h e d d a r  c h e e s e  h a d  l o w  c o n c e n t r a t i o n  o f  t h e  s h o r t -  
c h a i n  F F A .
4 . )  Y o u n g  C h e d d a r  c h e e s e  c o n t a i n e d  l o w  c o n c e n t r a t i o n s  o f  
FFA a n d  a g e d  d e s i r a b l y - f l a v o r e d  C h e d d a r  c h e e s e  h a d  
i n t e r m e d i a t e  c o n c e n t r a t i o n s  o f  i n d i v i d u a l  F F A .
5 . )  T h e  a r o m a  a n d  f l a v o r  o f  C h e d d a r  c h e e s e  a r e  
a t t r i b u t e d  t o  a  d e l i c a t e  b a l a n c e  o f  o r g a n i c  a c i d s  
a n d  v o l a t i l e  o r g a n i c  c h e m i c a l s  p r o d u c e d  a s  
m e t a b o l i t e s  b y  c u l t u r e  b a c t e r i a  d u r i n g  f e r m e n t a t i o n .  
O v e r p r o d u c t i o n  o f  a  p a r t i c u l a r l y  d e s i r a b l e  f l a v o r
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c o m p o u n d  m a y  c r e a t e  a n  i m b a l a n c e  i n  t h e  o v e r a l l  
f l a v o r  w h i c h  i s  u n d e s i r a b l e ,  e . g .  e x t e n s i v e  l a c t i c  
a c i d  o r  a l c o h o l  p r o d u c t i o n  i m p a i r s  c h e e s e  q u a l i t y .
6 . )  R e g r e s s i o n  e q u a t i o n s  w e r e  e s t a b l i s h e d  f r o m  t h e  d a t a  
w h i c h  l a i d  t h e  g r o u n d w o r k  f o r  f u r t h e r  s t u d y  i n  t h e  
a r e a  o f  f l a v o r  p r e d i c t i o n .
7 . )  T h e  d a t a  e s t a b l i s h e d  a  n e e d  f o r  a d d i t i o n a l  s t u d y  o f  
n e w  a n d  m o r e  s e n s i t i v e  t e c h n i q u e s  f o r  m e a s u r i n g  
p r o t e i n  d e g r a d a t i o n  a n d  t h e  d e v e l o p m e n t  o f  b i t t e r  
f l a v o r  b y  t h e  p r o d u c i t o n  o f  b i t t e r  p e p t i d e s  i n  
C h e d d a r  c h e e s e .
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